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trabajo  de  tesis  Doctoral  que  lleva  por  título:  IDENTIFICACIÓN  Y 







Molecular  Humana.  Los  objetivos  planteados  en  esta  Tesis  han  sido  profundizar  en  el 
conocimiento  de  los  factores  genéticos  de  predisposición  a  aHUS  y  DDD  y  en  el  de  los 




























“Daría todo lo que sé por la mitad de lo que ignoro” 
(René Descartes) 
 
“Hasta el infinito y más allá”   
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frecuentemente  causan  insuficiencia  renal  terminal. 
Al  inicio  de  esta  Tesis  se  conocía  la  asociación  de 
aHUS  y  DDD  con  defectos  en  la  activación  o 
regulación  de  la  vía  alternativa  del  complemento, 
causados  por  mutaciones  y  polimorfismos  en  los 
genes del complemento. La caracterización funcional 
de  mutaciones  asociadas  con  aHUS  había 
demostrado  que  estas  alteraciones  genéticas 
resultaban  en  una  regulación  defectuosa  de  la 
activación  del  complemento  sobre  las  superficies 
celulares  y  que  el  aHUS,  por  lo  tanto,  era 
seguramente consecuencia del daño causado por el 
complemento en el endotelio de la microvasculatura 
glomerular.  Por  otro  lado,  estudios  animales  en 
DDD  sugerían  que  el  mecanismo  patogénico  en 
DDD  es  la  activación masiva  del C3,  consecuencia 
de la desregulación del complemento en fase fluida. 
Los  objetivos  planteados  en  esta  Tesis  han  sido 
profundizar  en  el  conocimiento  de  los  factores 
genéticos de predisposición a aHUS y DDD y de los 




reordenamientos,  polimorfismos  y  mutaciones  en 
los genes CFHR1‐5. Sin embargo, el descubrimiento 
más  importante  en  este  apartado  ha  sido  la 
identificación por primera vez de una mutación en 
el  gen  C3  asociada  con  DDD.    La  caracterización 
funcional de esta mutación y su comparación con la 
de  otras  mutaciones  en  este  mismo  gen  que  se 
asocian  con  aHUS  ha  confirmado  que  los 
mecanismos patogénicos de aHUS  se corresponden 
con un defecto de la regulación del complemento en 
las  superficies  celulares,  mientras  que  DDD  se 
produce  exclusivamente por una desregulación del 
complemento en fase fluida. 
La  caracterización  funcional  de  la mutación  en 
C3  asociada  con  DDD    ha  sido  también  muy 
importante  para  desentrañar  algunos  aspectos 
estructurales de la activación de la convertasa del C3 
de  la vía alternativa, de su regulación por  factor H, 
MCP  o  DAF,  y  de  cómo  se  produce  el 
reconocimiento del substrato C3 por esta convertasa. 
Por ultimo, hemos  investigado   y confirmado  la 
relevancia  de  la  hipótesis  de  los  “multiple  hits” 
(concurrencia  de  mutaciones  y  polimorfismos  de 
riesgo),  descrita  en  el  laboratorio  hace  unos  años, 
para  explicar  la  penetrancia  incompleta  del  aHUS 
entre  los  portadores  de  mutaciones  en  diversos 
genes  del  complemento  y  justificar  la 













añadiendo  suero  fresco  con  anticuerpo 
antibacteriano a una solución con bacterias estas se 
lisaban.  La  lisis  se  inhibía  al  calentar  el  suero  por 
encima  de  56°C  aunque  los  anticuerpos  seguían 
funcionando  ya  que  las  bacterias  se  aglutinaban. 
Bordet  concluyó que el  suero  contenía un  conjunto 
de proteínas  termosensibles  necesarias para  la  lisis 
de los patógenos a las que llamó complemento. 
Hoy  en  día  se  sabe  que  el  sistema  del 
complemento es un conjunto de más de 30 proteínas 
tanto  plasmáticas  como  de  membrana  que 
interaccionan  entre  ellas  y  con  otras  proteínas  del 
sistema inmunitario constituyendo de esta forma, el 
principal  elemento  de  la  respuesta  inmunitaria 
innata  y  jugando  un  papel  destacado  en  la 
adaptativa. Además, el sistema del complemento es 
una  de  las  partes  más  importantes  del  sistema 
inmunitario al desarrollar las siguientes funciones: 
‐ Lisis  del  organismo  extraño:  La  activación  del 
complemento sobre las superficies de los patógenos 
conduce  a  la  formación de un poro  lítico  conocido 
como  complejo  de  ataque  a  la membrana  o MAC 
(Membrane Atack Complex) que los lisa. 
‐ Opsofagocitosis:  Cuando  este  sistema  se  activa 
sobre una superficie extraña, se depositan sobre esta 
componentes  del  complemento  que  actúan  como 
opsoninas  produciendo  su  fagocitosis  por 
macrófagos y neutrófilos con receptores específicos. 
‐ Estimulación de  la  inflamación: Las anafilotoxinas 
que  se  producen  durante  la  activación  del 
complemento  (C3a,  C5a  o  C4a)  actúan  sobre  los 
mastocitos,  células  endoteliales  y  neutrófilos 
produciendo  la  inflamación  en  la  región  de 
activación. 
‐ Solubilización  de  inmunocomplejos:  La  unión  de 
algunas  proteínas  del  sistema  del  complemento  a 
complejos  antígeno‐anticuerpo  produce  su 
solubilización  posibilitando  su  eliminación  por 
fagocitosis. 
‐ Modulación  de  la  respuesta  mediada  por 
anticuerpos:  El  fragmento  de  inactivación  de  C3, 
C3d, interacciona con el receptor CR2 (Complement 
Receptor  type  2) de  los  linfocitos B  activándolos  y 




Las  proteínas  del  sistema  del  complemento  se 
agrupan  en  3  vías  de  activación  denominadas: 
clásica  (CP), de  las  lectinas  (LP) y alternativa  (AP). 
La  CP  y  la  LP  comparten  la  mayor  parte  de  su 
cascada  de  activación  excepto  el  estímulo  que  las 
desencadena. En el caso de la CP el desencadenante 
son  anticuerpos unidos  a  su  epítopo, mientras que 
en  el  de  la  LP  son  residuos  de  manosa  en  las 
superficies de algunos patógenos. Por otra parte,  la 
AP  se  encuentra  constitutivamente  activa  un  nivel 
basal muy bajo y su activación se exacerba en caso 
de infección. 






de  la  AP,  activando  más  C3  y  produciendo  una 
amplificación  exponencial  sobre  esta  superficie 
activadora.  A  partir  de  aquí,  se  van  activando  y 
depositando  diversas  proteínas  sobre  la  superficie 
hasta  la  formación del MAC que  conduce a  la  lisis 
del  patógeno.  Esta  activación  también  puede  tener 
















donde  todas  las  vías  forman  sus  convertasas  de  C3,  que 
activan C3 a C3b produciendo un bucle de amplificación que 
conduce  a  la  formación de más  convertasa de C3 de  la AP 
sobre la superficie activadora. 
1.1. Activación de la vía clásica. 
La  activación  de  esta  vía  se  produce  cuando 
varias  IgGs  o  IgMs  se  unen  a  C1  a  través  de  sus 
dominios  CH2  o  CH3  respectivamente.  C1  es  un 
complejo mutiprotéico  de  gran  tamaño  compuesto 
por  las subunidades C1q, C1r y C1s (Fig. 2). C1q es 
la  encargada  de  unir  las  regiones  Fc  de  los 
anticuerpos y  requiere de  la unión de más de una 






superficie  con  varios  antígenos,  permitiendo  el 








encuentre  más  cerca  que,  normalmente,  es  el 
complejo‐antígeno anticuerpo o la superficie a la que 
se encuentra unido el anticuerpo.  











La  activación  de  la  LP  es  independiente  de 
anticuerpos  y  se  produce  cuando  una  proteína  de 
unión  a manosa  o MBP  (Manose  Binding  Protein) 
une  algún  polisacárido  microbiano  como  lectinas, 
ficolinas  o  incluso  IgAs  presentes  en  algunos 




CP.  Además,  MASP‐2  puede  escindir  C2  (Holers 
2008)  y  MBP:MASP‐1/3  es  capaz  de  activar 
directamente C3 saltándose  la  fase de activación de 
la CP. El complejo MBP:MASP‐1/3 se ha descrito que 
activa  la  pro‐trombina  a  trombina  que,  a  su  vez 
produce  la  activación de C5  iniciando  la  fase  lítica 
(Krarup et al. 2007). La LP juega un papel destacado 
en el periodo del desarrollo entre  la pérdida de  los 




más antigua,  aunque  recibe  este nombre por haber 
sido  descubierta  más  tarde  que  la  clásica.  Su 




alguna  de  sus  formas  activas  (C3b  e  iC3).  La 
molécula  de  C3  sufre  un  gran  cambio 
conformacional  al  activarse  permitiéndole  unir 
factor  B  (fB).  En  este  complejo  C3bB,  llamado 
proconvertasa,  fB  es  escindido  por  la  proteasa 
plasmática  factor  D  (fD)  en  Ba,  que  se  libera  del 
complejo,  y  Bb  que  permanece  unido  formando  la 
convertasa de C3 de la AP del complemento (C3bBb) 





plasma,  estas  moléculas  serán  inactivadas 
inmediatamente  por  los  reguladores  del 
complemento  evitando  el  daño  tisular.  Por  el 
contrario, si su deposición ocurre en la superficie de 
patógenos, se formará la convertasa de C3 de la AP 
sobre  ellos.  Esta  escindirá moléculas  de C3  a C3b, 
que  se  depositarán  igualmente  sobre  el  patógeno 
produciendo  más  convertasa  de  C3  de  la  AP 










sobre  la  superficie  activadora  (Muller‐Eberhard 
1986) (Fig. 2). El C5b se produce por escisión de C5 
por parte de las convertasas de C5. Tanto la de la vía 








que  requiere  de  la  unión  de  C7  cuyo  dominio 
hidrofóbico  se  inserta  en  la  bicapa  lipídica 
anclándolo más  fuertemente.  La  siguiente  proteína 
en  unirse  al  complejo  es  C8,  dando  C5b678.  C8 
consta de tres cadenas distintas (α, β y γ) una de las 





en  anillos  que  se  insertan  en  la  bicapa  lipídica 
atravesándola  por  completo.  La  primera  molécula 
de C9 se une sobre el complejo C5b678 y a partir de 
ahí,  el  resto  de  las  moléculas  de  C9  polimerizan 
entre  ellas  hasta  formar  el  poro  lítico  en  la 













































































































y  producen  la  entrada  de  iones  calcio,  muy 
abundantes en el medio extracelular y que en células 
eucariotas pueden producir apoptosis. También son 
los  causantes de  la  ruptura de  la membrana de  los 







fB  se  une  inicialmente  a  C3b  dando  el  complejo 
C3bB  que  recibe  el  nombre  de  proconvertasa.  En 
este complejo, fB se encuentra en una conformación 
diferente con respecto a su forma plasmática, la cual 
le permite  exponer  el  sitios de  corte para  fD.   Esta 
proteasa  escinde  fB  en  sus  fragmentos  Ba,  que  se 
libera, y Bb que permanece unido a C3b formando la 
convertasa de C3 de  la AP (C3bBb) (Pangburn et al. 
1986).  El  complejo  es  estabilizado  por  properdina 
aunque  su  forma  de  acción  no  es  totalmente 
conocida. 
3.1. C3: el activador principal del complemento. 
C3  es  el  principal  activador  de  la  AP  del 
complemento.  Es  una  proteína  de  186 kDa 
perteneciente  al  grupo  de  las  α2‐macroglobulinas 
con  un  origen  evolutivo  anterior  incluso  al  de  las 
inmunoglobulinas. C3  se  transcribe  como un único 
mensajero  a  partir  de  un  gen  de  41  exones.  Se 
traduce  a  una  cadena  peptídica  que  en  su  fase  de 
maduración,  antes de  ser  secretada,  se  escinde por 
una  secuencia  RRRR  (668‐671)  dando  la  molécula 
madura  formada  por  dos  cadenas  peptídicas 




‐ 8  dominios macroglobulina  (MG)  que  forman  un 
anillo en el centro de la molécula. 
‐ Un “linker” (LNK) 
‐ El dominio  anafilotoxina  (ANA)  que  es  el  que  se 
escinde  en  la  activación  de  C3  y  que  también  es 
llamado C3a. 
‐ Un dominio  llamado  α’NT  (N‐terminus  of  the  α‐
chain) importante en la formación de la convertasa. 
‐ C345C  (Complement  C3,  C4  and  C5  C‐terminal) 
que al igual que α’NT tiene un papel importante en 
la formación de la convertasa de C3 de la AP. 
‐ El dominio  que  contiene  el  enlace  tioéster  o TED 
(Thioéster‐Containing Domain).  




interacción con  fB   en  los dominios α’NT y C345C, 
que le permite formar la convertasa de C3 (Fig. 3B). 
La molécula de C3 consta de un enlace tioéster muy 
reactivo que  se  encuentra  embebido dentro de una 
región  hidrofóbica  de  la  molécula,  para  evitar  su 
reacción con agua u otros nucleófilos pequeños. Este 
tioéster  se  expone  cuando  la  molécula  de  C3  se 
activa,  pudiendo  formar  enlaces  covalentes  con 
grupos  amino  o  hidroxilo  (este  último  con  más 
afinidad)  de  diversas  superficies,  dirigiendo  así  la 
actividad del complemento a una zona determinada. 
La  forma  más  efectiva  de  activar  el  C3  es 
mediante sus convertasas que escinden el fragmento 
C3a  muy  eficazmente.  Sin  embargo,  la  AP  del 
complemento,  como  ya  se  ha  comentado  anterior‐
mente, se encuentra constitutivamente activada a un 
nivel  basal  muy  bajo  independiente  de  estas.  Su 
activación  ocurre  gracias  a  que  C3  puede  pasar  a 




agua dando una molécula de  iC3  capaz de  formar 
una convertasa de C3 activa, que inicia la activación 
de la AP (Bexborn et al. 2008). 
‐ El  C3  circulante  puede  ser  proteolizado  por 
proteasas  inespecíficas  (FXa,  FXIa,  trombina, 
MBL:MASP‐1/3  y  plasmina)  produciendo  C3b 
(Krarup et al. 2007; Amara et al. 2008). 
Además  de  los  lugares  de  interacción  con  fB,  al 
activarse  C3,  también  se  exponen  los  sitios  de 
interacción  con  los  distintos  reguladores  de  la AP 
del  complemento,  que mantienen  su  activación  en 
los niveles adecuados en cada momento (Gros et al. 
2008) (Fig. 3B). El hecho de que la mayor parte de la 
regulación  de  la  AP  esté  centrada  en  evitar  la 




‐ Disociando  esta  convertasa  una  vez  que  se  ha 
ensamblado. 
















































































































proteasa  plasmática  llamada  fI,  capaz  de  cortar  la 
molécula de C3b en distintas regiones inactivándola 
(Fig. 4). fI requiere para su acción de la presencia de 
reguladores de  la AP del  complemento que  actúan 
como  cofactores. El primer paso de  inactivación de 
C3b ocurre cuando se producen dos cortes en una de 
las  cadenas  del  dominio  CUB  generándose  la 
molécula  inactiva  de  C3b  llamada  iC3b.  En  este 
proceso  se  libera  un  fragmento  llamado  C3f 
mientras que  iC3b permanece unido a  la  superficie 
donde se encontraba unido el C3b. El siguiente paso 
de  inactivación  tiene  lugar  cuando  fI  escinde  la 
cadena  que  permanece  intacta  en  el  CUB, 
liberándose de  la  superficie  un  fragmento  proteico 
conocido  como  C3c.  El  dominio  TED,  que  en  este 
estado  se  denomina  C3dg,  permanece  unido  a  la 




AP del  complemento  que posee  la  actividad  serin‐
proteasa necesaria para escindir el fragmento C3a de 
las moléculas  de C3  en  la  activación  de  la AP.  La 
molécula  de  fB,  antes  de  formar  la  convertasa,  se 
encuentra en plasma en forma de proenzima con un 
tamaño de 90 kDa y compuesta por: una región con 
3  dominios  de  repeticiones  consenso  cortas  o  SCR 
(Short Consensus Repeats) unidos por un conector al 
dominio  VWA  (Von  Willebrand  factor  A)  y,  por 
último, el dominio C‐terminal serin‐proteasa, que es 
el que posee el sitio catalítico (Milder et al. 2007). fB 









es  la  convertasa de C3 de  la AP del  complemento. 




una  representación  del  corte  que  sufre  la  molécula  de  C3 
durante  su  activación  a C3b  por  la  convertasa  de C3  y  los 
siguientes  cortes que C3b  sufre para  ser  inactivado por  fI y 
sus cofactores. 
3.3. Properdina 
Properdina  es  el  tercer  activador  de  la  AP  del 
complemento y su  función es unir  la convertasa de 
C3 y estabilizarla. Es una proteína plasmática de un 
tamaño  de  53 kDa  y  se  encuentra  en  forma  de 




la  convertasa  de C3  de  la AP  (Higgins  et  al.  1995; 
Perdikoulis  et  al.  2001), mientras que  el TSR6  es  el 
que interviene en la polimerización.  
Recientemente se ha descrito una nueva forma de 
localizar  la  activación  de  la  AP  del  complemento 
sobre  superficies  de  patógenos.  En  ella,  la 
properdina actúa  como proteína de  reconocimiento 
inicial  del microorganismo  y  ahí  es  donde  se  une 





muy  eficientemente  permitiendo  que  su  activación 
se focalice en las superficies activadoras evitando la 
deposición  de  sus  componentes  en  células  del 
propio  organismo  y,  en  consecuencia,  el  daño 
tisular.  Para  ello,  hay  proteínas  reguladoras  del 






‐ Proteína  de  unión  a  C4  o  C4BP  (C4  Binding 
Protein),  es  el  principal  regulador  de  la  CP  del 
complemento  al  disociar  su  convertasa  y  actuar 
como  cofactor  para  la  proteolisis  de  C4b  por  fI. 
Recientemente  se  ha  descrito  que  puede  actuar 























‐ Proteína  cofactora  de  membrana  o  MCP 
(Membrane Cofactor Protein) que actúa de cofactora 
para la proteolisis de C3b por fI. 
‐ El  factor  acelerador  del  consumo  o  DAF  (Decay 
Acelerating Factor) disocia la convertasa de C3 y C5. 






solo  a  nivel  de  las  convertasas  y  las  moléculas 
activadas  de  C3.  El  MAC  es  susceptible  de 
regulación por  las proteínas clusterina, vitronectina 
y CD59  que  evitan  tanto  la  inserción  inicial de C9 
como su polimerización  (Holers 2008). Además,  las 
anafilotoxinas  C3a,  C4a  y  C5a  se  degradan 
rápidamente en plasma por las carboxipetidasas N y 
R evitando una excesiva respuesta inmunitaria.  
Todos  las  proteínas  reguladoras  de  las 
convertasas  de  C3,  tanto  plasmáticas  como  de 
membrana,  a  excepción  de  fI,  se  encuentran 
codificadas muy cerca en el genoma, concretamente 
en  la  región  1q32  en  el  llamado  cluster  RCA 
(Regulator  of  Complement  Activation)  (Rodríguez 
de Córdoba et al. 1985; Rodríguez de Córdoba et al. 
1999).  Sus  genes  se  encuentran  dispuestos  en 
tándem  con  la  organización  que  se muestra  en  la 
Fig. 6. Las proteínas codificadas en este cluster están 
compuestas  por  un  número  variable  de  SCRs  de 
unos 60 aminoácidos cada uno alineados en tándem 
(Ripoche  et  al.  1988).  Los  SCRs  tienen  muchos 
aminoácidos  conservados  en  su  secuencia  y  su 
estructura  es  globular  con  6  láminas  β  en 
antiparalelo  conectadas  por  cadenas  sencillas 
(Barlow et al. 1992; Barlow et al. 1993). Esta similitud 
se  debe  principalmente  a  que  estos  genes  se 
produjeron  por  duplicaciones  segmentarias  dando 

























































6. RCA. Es  una  representación  esquemática  del  RCA  donde 
se muestran todos los genes con sus orientaciones. Las flechas 




Es  el  principal  regulador  de  la  AP  del 
complemento. fH es una glicoproteína plasmática de 
una  sola  cadena  (155 kDa)  que  se  sintetiza 
principalmente en el hígado y está compuesta por 20 
dominios  SCR  (Fig.  5).  La  concentración  de  fH  en 
plasma oscila entre 10 y 35 mg/dl y está influida por 




‐ Compite por C3b con  fB  impidiendo  la  formación 
de la convertasa. 
‐ Actúa  como  cofactor  para  fI  en  la  proteolisis  de 
C3b. 
La  acción  reguladora  de  fH  se  encuentra  en  su 
región  N‐terminal  capaz  de  realizar  todas  las 
funciones  enumeradas  con  anterioridad  (SCR1‐4). 
Pese a  ser una proteína plasmática,  fH es  capaz de 
regular el complemento en superficies gracias sobre 
todo a  su  región C‐terminal  cargada positivamente 
(SCRs  19‐20)  que  es  capaz  de  unirse  a  superficies 
ricas en ácidos siálico y polianiones como heparina 
(Rodríguez  de  Córdoba  et  al.  2004;  Ferreira  et  al. 
2006).  Además,  los  SCRs6‐8  también  unen 
polianiones  y  ácido  siálico  haciendo  su  unión  a 
superficies  propias más  estable.  Por  otra  parte,  fH 
tiene tres regiones de interacción con C3b: SCRs 1‐4, 




membranas  eucariotas  son  ricas  en  ácido  siálico  y 
polianiones  de  forma  que  fH  se  unirá  a  estas 
evitando  la  activación  de  la  AP  del  complemento 
que  conduciría  a  daño  tisular.  Por  otra  parte,  las 
membranas de los microorganismos carecen de estos 







fH  tiene  además  otras  funciones,  entre  las  que 
destaca su papel en la apoptosis, proceso que realiza 
junto  a  la C4BP. Estas dos proteínas  se unen  a  las 
células  apoptóticas  en  fase  avanzada,  evitando  el 
exceso  de  activación  y  la  lisis  de  estas  por  el 
complemento  y  en  consecuencia  procesos  de 
inflamación incontrolada (Trouw et al. 2007). 
A  nivel  genético,  el  gen  de  fH  (CFH)  está 
compuesto de 23 exones, el primero codifica para la 
región 5’ no  traducida y el exón 10 es específico de 
FHL1  (FH  Like  1)  un  producto  alternativo  de 
“splicing”  de  CFH  (4.1.1).  Los  demás  exones 
codifican cada uno para un SCR excepto el SCR2 que 
está  codificado  por  los  exones  3  y  4.  CFH  se 
encuentra  localizado  en  la  región  centromérica del 
cluster RCA seguido de los genes fH relacionados o 
CFHR1‐5  (CFH Related  1‐5) muy homólogos  a  este 
(4.1.2) (Fig. 6 y 7). 
4.1.1. FHL1. 
Es  el  producto  de  procesamiento  alternativo  de 
43 kDa  (Misasi  R  et  al.  1989)  producido  por  los 
primeros 9 exones de CFH y el décimo, específico de 
FHL1,  que  le  otorga  una  cola  C‐terminal  de  4 
aminoácidos  (Schwaeble W  et al. 1987; Estaller C  et 
al. 1991). Como era de esperar FHL1 comparte unión 
a  ligando  y  actividad  reguladora  en  el N‐terminal 
con  fH  (Kuhn  et  al.  1995),  pero  su  capacidad  de 
regular  el  complemento  sobre  superficies  es menor 
que  la  de  fH  debido  a  que  carece  de  la  región C‐
terminal de este. 
4.1.2. FHR1‐5. 
Es  un  grupo  de  5  proteínas  plasmáticas 
sintetizadas  en  el  hígado,  muy  relacionadas 
estructuralmente con fH aunque su concentración en 




La  función  de  estas  proteínas  no  ha  sido 




con  lipopolisacaridos  junto  con  FHR2  (Park  et  al. 
1996). La proteína FHR3 tiene capacidad reguladora 
ya que inhibe la actividad de la convertasa de la AP 
del  complemento  y  evita  la  formación  de  C5a 
(Hellwage et al. 1999; Fritsche et al. 2010). FHR4 se 
encuentra  en  lipoproteínas  ricas  en  triglicéridos, 
VLDLs  y  quilomicrones,  suponiéndosele  un  papel 





























































Además,  FHR4,  une  C3b  (Zipfel  et  al.  1999).  La 
última de estas proteínas, FHR5,   se ha encontrado 





C4BP  es  el  principal  regulador  de  la  CP  del 
complemento.  Es  una  proteína  plasmática  muy 
abundante  que  se  sintetiza  principalmente  en  el 
hígado y que presenta tres posibles isoformas (α7β1, 
α7β0 y α6β1). La variante α7β1 es la más abundante 
y  está  compuesta por  7  cadenas  α de  70 kDa  cada 
una  compuestas  por  8  SCRs  y  una  región  de 
oligomerización,  y  una  cadena  β  de  45 kDa  con  3 
SCRs, seguida de otra región de oligomerización. A 
través  de  estas  regiones  de  oligomerización  C‐
terminal  se unen  las distintas cadenas  (Dahlbäck  et 
al. 1983; Hillarp et al. 1988) (Fig. 5).  
A  pesar  de  que  la  principal  función  de  esta 
proteína es  la de  regular  la  convertasa de C3 de  la 
CP,  se ha descrito que  también puede actuar  como 
cofactor  para  la  inactivación  proteolítica  de  C3b 
aunque  con una  eficacia muchísimo menor que  fH 
(Blom  et  al.  2003).  Esta  proteína  tiene  un  rol 




puede  presentarse  asociada  a membrana  o  soluble 
(en menor medida). Consta de 30 SCRs, los primeros  
28 agrupados en 4  repeticiones homólogas  largas o 
LHR  (Long  Homologous  Repeats),  una  región 
transmembrana  y  un  tallo  citoplasmático.  Una  de 
sus funciones es la disociación de las convertasas de 
C3 y C5 de las 3 vías de activación del complemento. 
Por  otra  parte,  actúa  como  cofactor  para  la 
proteolisis  de  C3b/C4b  por  fI.  Otras  funciones  de 
esta  proteína  son  el  aclaramiento  de 





de  actuar  como  cofactor  para  la  proteolisis  de 
C3b/C4b por  fI. Desde  la  región N‐terminal  consta 
de  4  dominios  SCR  extracelulares,  una  región 
enriquecida  en  serinas,  treoninas  y  prolinas,  otra 
región  de  función  desconocida,  un  dominio 
hidrofóbico  transmembrana,  un  anclaje  citoplas‐
mático  y  una  cola  citoplasmática  (Liszewski  et  al. 





con  estructura  similar  excepto  por  su  dominio 
transmembrana  del  tipo  GPI  (Glicosil 
Phosfatidylinositol). Su  función  es  la de disociar  la 






Asociación  del  complemento  con 
patología. 
 
Los defectos  en  la  regulación y/o  activación del 
complemento pueden conducir a la predisposición a 
infecciones  por  diversos  patógenos  así  como  a 
padecer  enfermedades  crónicas.  Dentro  de  este 
segundo  grupo  se  encuentran  el  síndrome 
hemolítico  urémico  atípico  o  aHUS  (Atypical 
Haemolitic Uraemic Syndrome) y la enfermedad por 
depósitos  densos  o DDD  (Dense Deposit Disease). 
Ambas  son  enfermedades  renales  de  baja 
prevalencia pero muy graves llegando en muchos de 
los casos a enfermedad renal  terminal. En esta  tesis 




El  síndrome  hemolítico  urémico  (HUS;  OMIM 
#235400)  es  una  enfermedad  renal  descrita  por 
primera  vez  por  von Gasser  (Gasser C  et  al.  1955) 
caracterizada principalmente por anemia hemolítica 
microangiopática,  trombocitopenia  y  fallo  renal 
agudo.  Uno  de  sus  marcadores  principales  es  la 
presencia  de  esquistocitos,  que  son  fragmentos  de 
eritrocitos en la sangre circulante que se producen al 
romperse estos en su paso a gran velocidad por  los 
capilares  renales  parcialmente  ocluidos  por 
microtrombos.  En  la  forma  clásica  el  HUS  se 
produce por  la  infección alimentaria con  la cepa de 
Escherichia coli O157:H7. Este patógeno se  introduce 





al.  2005). Una  vez  en  el  intestino  grueso  es  donde 
produce  y  libera  una  verotoxina  capaz  de  dañar 
endotelios  de  diversos  órganos  como  el  riñón.  El 
HUS  producido  por  estas  infecciones  se  da 
principalmente  en  niños,  siendo  la  principal  causa 
de  fallo  renal  en  este  grupo poblacional. Este  fallo 
renal  se  recupera  casi  en  la  totalidad  de  los  casos 
(Noris et al. 2005).  
Dentro de los pacientes con HUS hay entre un 5 y 
un  10%  que  no  se  asocian  con  infección  por 
Escherichia coli O157:H7, cursan sin diarrea y sufren 
de recurrencias continuas. A esta forma de HUS se le 
denomina  forma  atípica  (aHUS)  y  se  da  tanto  en 
niños como en adultos  teniendo una mortalidad de 
alrededor del 30% en la fase aguda de la enfermedad 
y  una  tasa  de  enfermedad  renal  terminal  del  50% 
(Kavanagh et al. 2008a). En esta patología el daño de 
las células endoteliales parece ser el primer paso en 
la  evolución  de  la  patología  desencadenando  una 
cascada de procesos que conducen a la formación de 
microtrombos  hialinos  de  plaquetas  y  fibrina  que 
ocluyen las arteriolas y capilares del glomérulo (Fig 
9). Los desencadenantes de esta  forma atípica de  la 
enfermedad  pueden  ser:  situaciones  de  postparto, 
transplantes,  anticonceptivos  orales,  drogas 
antitumorales e inmunosupresivas. 
Desde  hace  unos  años  se  ha  establecido  una 
fuerte asociación entre la desregulación de la AP del 
complemento  y  aHUS,  donde  se  han  descrito 
numerosos  factores  de  predisposición  genética. 
Mediante estudios de desequilibrio de ligamiento se 
desveló  asociación  del  cluster  RCA  con  aHUS  a 
partir  de  la  cual  se  describieron  las  primeras 
mutaciones en CFH (Warwicker et al. 1998; Caprioli 
et al. 2001; Perez‐Caballero et al. 2001; Richards et al. 
2001;  Caprioli  et  al.  2003;  Manuelian  et  al.  2003; 
Rodríguez de Córdoba  et  al.  2008). La mayor parte 
de las mutaciones encontradas en fH se localizan en 
su  región  C‐terminal  impidiendo  a  fH  regular  el 
complemento sobre superficies celulares. Basándose 
en  estas  mutaciones,  se  desarrolló  en  nuestro 
laboratorio el primer modelo de ratón de aHUS en el 
que, a un ratón “Knock out” de CFH, se  le  introdujo 









al.  2003; Esparza‐Gordillo  et  al.  2005; Caprioli  et  al. 
2006;  Richards  et  al.  2007)  y  el  gen  de  fI  (CFI),  la 
mayor parte de las cuales conducen a un defecto de 
expresión,  y  por  tanto  reducción  de  la  capacidad 
reguladora  (Fremeaux‐Bacchi  et  al.  2004;  Esparza‐
Gordillo et al. 2005; Kavanagh et al. 2005; Caprioli et 
al. 2006; Nilsson et al. 2007). 
En  los  últimos  años  se  han  encontrado 
mutaciones  ganancia  de  función  en  varios 





C3  es  más  resistente  a  la  disociación  por  los 
reguladores  (Goicoechea  de  Jorge  et  al.  2007). Más 
recientemente  se  han  descrito  las  primeras 
mutaciones  ganancia  de  función  en  C3.  Las 
proteínas  codificadas  por  estos  genes  mutantes 
tienen  reducida  su  capacidad de  ser  regulados por 
MCP y en menor medida por fH, resultando esto en 
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descrito  varios  polimorfismos  de  riesgo  asociados 
con aHUS como es el caso de un haplotipo de riesgo 
en  MCP  que  se  supone  conduce  a  una  menor 
expresión  de  esta  proteína  en  las  superficies 
celulares  (Esparza‐Gordillo  et  al.  2005). También  se 
han descrito varios polimorfismos de riesgo en CFH 
(Caprioli  et  al.  2003)  y  en  algunos  de  los CFHR1‐5 
(Monteferrante et al. 2007).  
Otro  factor  de  predisposición  para  aHUS,  es  la 
presencia de auto‐anticuerpos anti‐fH que bloquean 
la parte C‐terminal de este regulador impidiendo su 
acción  en  superficies,  simulando  el  efecto  de  las 
mutaciones  asociadas  con  aHUS  en  este  regulador 
(Jozsi et al. 2007b; Skerka et al. 2009).  
Muy recientemente, al estudio genético de aHUS 
se ha  añadido una nueva variable que  es  la de  los 
reordenamientos cromosómicos (Fig. 8). Como se ha 
comentado  con  anterioridad,  el  cluster  del  RCA 
consta  de muchas  duplicaciones  segmentarias  que 
facilitan  los  procesos  de  conversión  génica  (Perez‐
Caballero  et  al.  2001;  Heinen  et  al.  2006)  y 
recombinación no homóloga que pueden  llevar a  la 
deleción o duplicación de genes. En los últimos años 




se  ha  asociado  con  aHUS  (Zipfel  et  al.  2007).  Esta 
deleción  en  homocigosis  predispone  para  la 




de  fH  y  los dos últimos de  FHR1 que  acarrea una 
deleción  CFHR1‐CFHR3  y  produce  una  proteína 
incapaz de regular la activación del complemento en 
superficies  celulares  (Venables  et  al.  2006)  (Fig.  8B 
reordenamiento 2).  
Observando  todos estos datos  se puede deducir 
que  es  crítico  para  aHUS  la  combinación  de  un 
sistema  del  complemento  activo  junto  con  un 







2005). Las mutaciones  en  aHUS  rara vez producen 
hipocomplementemia (Perez‐Caballero et al. 2001) y 




pacientes  portadores  de  mutaciones  en  fI  y  fB 
parecen estar asociados con peor prognosis ya que la 
































Fig.  9.  El  glomérulo  renal  sano  y  en  patología. Aquí  podemos  ver  esquemáticamente  un  glomérulo  renal  normal  en  la  parte 
superior, uno que sufre aHUS en la parte inferior izquierda con sus microtrombos y otro con DDD en la parte inferior derecha en el 
que se representan los acúmulos electrodensos en la membrana basal glomerular. 








La  enfermedad  por  depósito  denso  (MPGN  II; 
OMIM #609814) es un tipo de glomerulonefritis muy 
rara cuyas características clásicas son la presencia de 
acúmulos  electrodensos  en  la  membrana  basal 
glomerular  y  la  proliferación  de  las  células 
endoteliales, lo que conlleva al engrosamiento de las 
paredes de  los capilares periféricos en el glomérulo 
(Fig.  9).  Los  acúmulos  electrodensos  son  de 
composición  desconocida  aunque  se  sabe  que 
carecen  de  IgG  descartando  que  esta  patología  se 
produzca por el depósito de inmunocomplejos en el 
glomérulo.  El  diagnóstico  de  estos  pacientes  se 
confirma  por  microscopía  electrónica  de  biopsia. 
DDD afecta normalmente a niños entre 5 y 15 años. 
La remisión espontánea es rara y  la mayoría de  los 
afectados  terminan  con  enfermedad  renal  terminal 
y,  ocasionalmente,  con  degeneración  retiniana 
debido a los depósitos que también se forman en el 
ojo, similares a los característicos de la degeneración 
macular  asociada  a  la  edad  o  AMD  (Age‐related 
Macular  Degeneration)  (Appel  et  al.  2005)  y  que 
reciben el nombre de drusas. 
Al  igual  que  ocurría  con  aHUS,  DDD  se  ha 
asociado  con  una  desregulación  de  la  AP  del 
complemento.  Esta  desregulación  conduce  al 
consumo  del  C3  circulante  en  los  pacientes  y  a 
acúmulos de productos de degradación de proteínas 
del  complemento en el  riñón. El C3  factor nefrítico 
(C3nef) esta  fuertemente asociado con DDD y otras 
glomerulonefritis. C3nef  es un anticuerpo  contra  la 
convertasa  de  C3  de  la  AP  que  la  estabiliza, 
haciéndola mucho más  resistente  a  la  disociación, 
produciendo una activación descontrolada de la AP 
del  complemento.  La  deficiencia  de  fH, 
normalmente  debido  a  mutaciones,  también  está 
asociada  con DDD. En  los  pacientes deficientes de 
fH la AP del complemento no puede ser regulada en 
fase  fluida  (Rodríguez  de  Córdoba  et  al.  2008). 
Recientemente,  se  ha  descrito  una mutación  en  la 
parte  N‐terminal  de  fH  asociada  con  DDD  y  que 
impide que este  regulador  realice su  función  (Licht 
et  al.  2006). Debido  a  que  fH  regula  tanto  en  fase 
fluida como en superficies no esta aún claro si esta 
patología se debe exclusivamente a la activación del 







el  gen  CFHR5  (Abrera‐Abeleda  et  al.  2006).  La 
proteína  codificada  por  este  gen  se  ha  encontrado 
depositada  en  el  glomérulo de pacientes  con DDD 
(Murphy  et  al.  2002)  sugiriendo  que  FHR5  puede 
tener importancia en la patogénesis de esta afección 
renal. 
Existen  modelos  animales  en  los  que  se  ha 
observado  un  fenotipo  similar  a  DDD.  El  cerdo 
deficiente  de  fH  desarrolla  una  glomerulonefritis 
muy  similar a  la DDD humana que  le  lleva a  fallo 
renal  (Høgåsen et al. 1995). Lo mismo ocurre con el 
ratón  “knock  out”  para  fH  (Pickering  et  al.  2002). 
Además de demostrar la activación incontrolada del 
complemento  en  fase  fluida,  los modelos  animales 




C3  se  consume  a  C3b  pero  no  se  produce  la 
patología,  lo  que  sugiere  que  es  necesario  que  los 
fragmentos  de  inactivación  de  C3b,  iC3b,  C3c  y 
C3dg se produzcan para desarrollar DDD (Rose et al. 
2008). De la misma forma estudios de transplante en 
estos  animales  demuestran  que  el  daño  renal  se 
produce  por  activación  en  fase  fluida  del 
complemento  y  que  el MAC  no  está  interviniendo 
en  el  desarrollo  de  la  enfermedad  (Pickering  et  al. 
2006; Rose et al. 2008). 
Más de la mitad de los pacientes con DDD no se 
explican  con  los  genes  de  riesgo  que  se  conocen 
actualmente  haciendo  necesario  la  búsqueda  de 
nuevos  genes  candidatos  para  este  grupo  de 
pacientes  con  el  fin  de  poder  mejorar  el 
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Las mutaciones  en  el  gen  que  codifica  para  fH 
que  alteran  su  zona  C‐terminal  encargada  de  la 
unión a polianiones y C3b, limita la capacidad de fH 
para  proteger  células  del  propio  organismo.  Estas 
mutaciones se encuentran fuertemente asociadas con 
aHUS. A pesar de que la mayoría de las mutaciones 
en  CFH  asociada  con  aHUS  son  “únicas” 
encontrándose  solo  en  un  paciente  o  familia,  la 
mutación R1210C se ha descrito en varios pacientes 
no relacionados y de orígenes geográficos distintos. 
Hemos  analizado  5  familias  y  7  individuos  para 
intentar  caracterizar  su  origen  y  hallar  una 





adicionales  conocido  para  aHUS.  Los  datos 
obtenidos  se  encuentran  en  acuerdo  con  el  30% de 
penetrancia incompleta de aHUS en portadores de la 
mutación  R1210C,  e  indican  que  la  presencia  de 
otros  factores  de  riesgo  genéticos  o  ambientales 
contribuyen a la manifestación y severidad de aHUS 




que  la  mutación  R1210C  del  factor  H  del 
complemento es una mutación prototípica de aHUS 









La  desregulación  de  la  AP  del  complemento, 
causada por mutaciones en  los genes que codifican 
para  fH,  MCP,  fI  o  fB,  están  asociadas  con 
predisposición  para  aHUS.  C4BP,  uno  de  los 
reguladores principales de  la CP del  complemento, 
posee  también  la  capacidad  de  regular  la  AP. 
Además,  el  polimorfismo  en C4BP  p.Arg240His  se 
ha  asociado  recientemente  con predisposición para 
aHUS ya que el alelo de riesgo 240His muestra una 
reducida  capacidad  de  regular  la  AP.  La 
identificación de nuevos  factores de predisposición 
para  aHUS  tiene  implicaciones  muy  importantes 
para  el  diagnóstico  y  tratamiento  de  un  gran 
número  de  pacientes  con  aHUS;  nosotros 
intentamos  replicar  este  estudio  de  asociación  en 
una cohorte  independiente de pacientes con aHUS. 
En  este  estudio mostramos  que  el  alelo  240His  de 
C4BP  se  corresponde  con  el  alelo  C4BP*2 
identificado  con  anterioridad  en  heterocigotos  por 
enfoque  isoeléctrico  en  1,9‐3,7%  de  caucásicos  no 
relacionados.  Sin  embargo,  no  hemos  encontrado 
diferencias  en  la  frecuencia de portadores del alelo 
240His entre  los 102 pacientes españoles con aHUS 
no  relacionados y 128 controles españoles  sanos de 
edad  conocida.  Esto  no  apoya  la  asociación  entre 
p.Arg240His de C4BP y la predisposición a aHUS en 
población española. En un estudio similar, tampoco 
hemos  encontrado  asociación  entre  ninguno  otro 
polimorfismos  en  C4BP  y  la  predisposición  para 
AMD,  otra  enfermedad  fuertemente  asociada  con 
polimorfismos en factor H, y en la que se piensa que 




La  variante  alotípica  de  factor H  de  protección  para  enfermedad  Ile62 





Mutaciones  y  polimorfismos  en  el  gen  que 
codifica  para  factor H  se  han  asociado  con  aHUS, 
DDD  y  AMD.  Las  variantes  de  predisposición 
dentro de CFH muestran una asociación diferencial 
entre  estas  patologías  que  ha  sido  muy  útil  para 
desentramar  eventos  críticos  en  la  predisposición 
para una u otra. En  contrate,  el polimorfismo  fH62I 
confiere  una  alta  protección  para  estas  tres 
patologías.  Usando  métodos  basados  en  ELISA 
(Enzyme‐Linked  Immunosorbent  Assay)  y 
resonancia  de  plasmón  en  superficie  hemos 
demostrado  que  la  variante  fH62I  une  más 
eficientemente C3b que fH62V y compite mejor por fB 
en  la  formación  de  la  proconvertasa.  Estudios 
funcionales  demuestran  un  aumento  en  actividad 
cofactora de  fH62I  en  la proteolisis  en  fase  fluida  o 
superficie de C3b por medio de fI; sin embargo,  las 
dos variantes de  fH no muestran diferencias  en  su 
capacidad de acelerar la disociación de la convertasa 
de C3 de la AP. A partir de estos datos, concluimos 
que  la  capacidad  protectora  de  la  variante  fH62I  se 
debe  a  una  mejor  capacidad  para  unir  C3b, 
inhibiendo  la  formación  de  la  proconvertasa  y 
catalizando  la  inactivación  en  fase  fluida  y  en 
superficie  de  C3b.  Esta  demostración  de  las 
consecuencias del polimorfismo  fH62I nos ofrece un 
información  adicional  a  cerca  de  la  actividad 
reguladora de fH que será muy útil en la predicción 
de  enfermedades y  el  futuro desarrollo de  terapias 





nuevas  variantes  genéticas  de  CFHR1  asociadas  con  el  síndrome 
hemolítico urémico atípico. 
 
C.  Abarrategui‐Garrido*,  R.  Martínez‐Barricarte*,  M.  López‐Trascasa,  S.  Rodríguez  de  Córdoba  y  P. 
Sánchez‐Corral. * Autoría compartida. 
 
La  familia  de  proteínas  FHR1‐5  es  un  grupo 
menor de proteínas plasmáticas que están genética y 
estructuralmente relacionadas con fH. En particular, 
la  deficiencia  de  FHR1  y  FHR3  se  asocia  con 
protección  para AMD  y  con  la  presencia  de  auto‐
anticuerpos  anti‐fH  en  pacientes  con  aHUS. 
Nosotros  hemos  desarrollado  una  estrategia  de 
proteómica para analizar las proteínas FHR1‐5 en el 
plasma  de  controles,  pacientes  con  aHUS  y 
glomerulonefritis  membranoproliferativa  tipo  2 
(MPGN2).  En  este  trabajo  describimos  la 
identificación  de  personas  portadoras  de 
deficiencias no descritas con anterioridad en FHR1, 
FHR3  y  FHR1/FHR4A  resultado  de  mutaciones 
puntuales  en  CFHR1,  CFHR3  y  de  un 
reordenamiento  que  deleciona  los  genes  CFHR1  y 
CFHR4.  Notablemente,  pacientes  con  aHUS 
deficientes de FHR1, pero no aquellos deficientes en 
FHR3,  presentan  auto‐anticuerpos  anti‐fH 
sugiriendo  que  la  producción  de  estos 
autoanticuerpos está únicamente relacionada con  la 
deficiencia  de  FHR1.  También  describimos  la 
caracterización  de  un  nuevo  polimorfismo  en 
CFHR1,  resultado  de  una  conversión  génica  entre 
CFH y CFHR1, que se asocia fuertemente con aHUS. 
El  alotipo  de  riesgo  FHR1*B,  que  tiene  una  gran 
similaridad  de  secuencia  con  fH,  podría  competir 
con  fH,  disminuyendo  la  protección  de  las 
superficies  celulares  propias  frente  a  daño  por 
complemento.  Como  resumen,  nuestro  análisis  de 
las  proteínas  FHR1‐5  ha  mejorado  nuestro 











Antecedentes.  El  complemento  es  una  parte 




bases  genéticas  de  una  enfermedad  familiar  de 
desregulación  del  complemento  asociada  con 
hematuria microscópica persistente y macroscópica 
recurrente,  glomerulonefritis  y  fallo  renal 
progresivo. 
Métodos.  Hemos  buscado  pacientes  del  West 
London  Renal  and  Transplant    Centre  (Londres, 
Reino  Unido)  con  enfermedad  renal  inusual  y 
familia  con miembros enfermos  como método para 
la  identificación  de  nuevas  causas  genéticas  de 
enfermedad  renal.   Se  identificaron dos  familias de 
origen  chipriota  en  los  que  la  transmisión  de  la 





analizaron  los  genes  candidatos.  Se  desarrollo  una 
prueba diagnóstica  basada en una reacción de PCR 
que se usó para buscar  la mutación en muestras de 
población  control  e  individuos  y  familias  con 
enfermedad renal. 
Descubrimientos.  En  familias  con  enfermedad 
renal  la  patología  cosegrega  con  una mutación  en 
CFHR5.  En  una  cohorte  de  84  chipriotas  con 
enfermedad  renal  inexplicada,  4  portaban  dicha 
mutación.  En  total,  hemos  identificado  26 
individuos  con  la  mutación  y  evidencia  de 
enfermedad  renal  en  11  niños  no  relacionados 
además  de  las  dos  familias  originales.  El  FHR5 
mutante  está  presente  en  plasma  y  tiene  una 









hematuria  microscópica  aislada  o  macroscópica 
recurrente  no  deben  ser  considerados  como  un 












La  enfermedad  por  depósitos  densos  es  una 
enfermedad  renal  muy  severa,  caracterizada  por 
hipercelularidad mesangial y presencia de depósitos 
electrodensos  en  la  membrana  basal  glomerular. 
Anteriormente, esta patología, se había asociado con 
deficiencias en fH, un regulador plasmático de la AP 
del  complemento.  Estudios  animales  han 
demostrado que la falta de fH produce un exceso de 
activación  del  complemento  que  consume  por 
completo el factor 3 de complemento (C3) circulante 
produciendo DDD. 
En  nuestro  estudio  describimos  una  familia  de 
DDD única, en  la que  la patología segrega con una 
deleción de 2 aminoácidos en C3 (C3923ΔDG). Este C3 
mutante  es  el  predominante  en  el  plasma  de  los 
pacientes debido a que no es activado a C3b por  la 
convertasa  de  C3  de  la  vía  alternativa  del 
complemento.  Sin  embrago,  cuando  C3923ΔDG  se 
activa  espontáneamente,  es  capaz  de  formar  una 
convertasa  activa  que  consume  el  C3  salvaje.  La 
convertasa mutante es eficazmente disociada por el 
regulador  de  superficie  DAF  mientras  que  es 
resistente  a  la  disociación  por  fH.  Igualmente,  las 




Nuestros  resultados  ponen  al  descubierto  datos 
muy  importantes  con  respecto  a  la  patogénesis  de 
DDD y  la  regulación del complemento. Primero de 
todo, demuestran que DDD en esta familia se da por 




superficie  (MCP  y  DAF)  tienen  distintos 















alternativa  del  complemento  C3  (C3R102G),  factor  B 
(fBR32Q) y factor H (fHV62I) están asociadas con AMD 
y  otras    patologías.  Nuestros  trabajos  anteriores 
muestran  que  fBR32Q  influye  en  la  formación  de  la 
convertasa  de  C3  mientras  que  fHV62I  afecta  a  su 
actividad  confactora  por  factor  I.  En  este  estudio 
mostramos  como  C3R102G  (C3F/S)  influencia  la 
actividad  de  la AP.  En  ensayos  hemolíticos, C3102G 
activa  la AP más  eficazmente  (EC50 C3102G:157nM: 
C3102R:191nM:  P<0,0001).  La  capacidad  de 
disociación  estaba  inalterada,  sin  embrago,  la 
capacidad  cofactora  de  fH  está  reducida  en 
comparación  con  C3102G,  favoreciendo  la 
amplificación  de  la  AP  del  complemento.    La 
combinación  las  variantes  de  “riesgo”  para  AMD 
(C3102G,  fB32R,  fH62V) en ensayos hemolíticos muestra 
una actividad 6 veces mayor que cuando se  realiza 
con  la variantes de “protección”  (C3102R,  fB32Q,  fH62I; 
P<0,0001). Estos datos introducen el concepto de un 
complotipo  funcional  (combinación  de 
polimorfismos)  que  define  la  actividad  del 
complemento en un  individuo  influenciando así  su 







En  este  apartado  comentaremos  resultados  y 





Este  SNP  (Single  Nucleotide  Polimorphism)  lo 
hemos  genotipado  porque  había  sido  descrito  que 
reducía  los niveles de  expresión de C4BPB  (Buil  et 
al. 2010). Ya que la proteína codificada por este gen 
regula  la  AP  del  complemento  (Blom  et  al.  2003), 
hemos planteado  la hipótesis de que una bajada en 
sus  niveles  de  expresión  podría  conducir  a  un 
complemento  peor  regulado  aumentando  el  riesgo 
de padecer aHUS. 
El  genotipado  lo  hemos  realizado  por  PCR 
cuantitativa por discriminación alélica con  la sonda 
Taqman  c__31404253_10  (Applied  Biosystems) 
siguiendo las especificaciones del fabricante. Hemos 
genotipado  184  pacientes  con  aHUS  de  la  cohorte 
española  y  147  controles  sanos.  Con  los  datos  de 
frecuencia alélicas hemos realizado un test exacto de 
Fisher y observado que no hay diferencia entre casos 
y controles ya que  las  frecuencias de  los dos alelos 







reo entos ión d los C




Hemos  buscado  posibles  nuevo
rdenami  en la reg e CFH y  FHR1‐5 
en  toda  la  cohorte  española  de  aHUS  y DDD  que 
pudiesen  estar  asociados  con  estas  afecciones 
renales.  Esto  lo  hemos  realizado  mediante  MLPA 
(Multiplex  Ligation‐dependet  Probe Amplification) 
con el kit ARMD mix1 (MRC‐Holland). Los patrones 
anómalos  de  MLPA  que  hemos  obtenido  en  los 
pacientes con aHUS los mostramos en la Fig. 10A. 
Entre  los  pacientes  de DDD  hemos  encontrado 































































Portadores de la duplicación













aHUS Frecuencia Controles Frecuencia p del Test de Fisher
G 298 0,81 237 0,081 0,92
A 70 0,19 57 0,19
n 368 294
Frecuencia alélicas
aHUS Frecuencia Controles Frecuencia
G/G 119 0,65 94 0,64
G/A 60 0,33 49 0,33
A/A 5 0,03 4 0,03
n 184 147
Frecuencia genotípica














p nancia  de  función  en  la 
ión  en  cadena  de  la  polimerasa  o  PCR 
(P
cohorte  española  de  pacientes  con  aHUS  y  DDD. 
Para ello utilizamos los siguientes cebadores: 




con  el  kit  Certamp  (Biotools)  con  un  ciclo  de 





Fig.  12.  Secuencia  y MLPA  de  properdina  en  H111.  A  la 
izquierda  se  puede  ver  el  cromatograma  con  la  mutación 
encontrada  en  properdina mientras que  a  la derecha  se ve  el 
resultado de MLPA del paciente que porta la mutación  junto 
con  un  control  de  género  masculino  y  otro  de  género 
femenino. 
Además,  hemos  desarrollado  sondas  de MLPA 
para  contar  el número de  copias de  este  gen  en  el 
genoma  de  los  pacientes.  La  reacción  contiene 
sondas  control  en  el  gen  SS18  que  no  varía  de 
número y en  los cromosoma X  (BCAP31) e Y  (SRY) 
en el cromosoma X. 
Hemos  encontrado  una  mutación  en 




o  masculino  (Fig.  12).  Para 
com qu te  ne
tro gen que hemos secuenciado ha sido el de C3 
en ntes  con  aHUS  la 
cu   compuesta  por 
esp
ento 
probar  e este pacien no tie  un cromosoma 
X de más o una duplicación del gen de properdina 
que  pudiese  explicar  esta  heterocigosis,  hemos 






  toda  nuestra  cohorte  de  pacie
al,  en  su  mayor  parte,  esta
añoles  teniendo  algunos  pacientes  procedentes 
de  otros  países  de  Europa,  Estados  Unidos  de 
America, Sudamérica y Túnez. Hemos encontrado 4 
mutaciones  en  4  individuos diferentes y  en dos de 
los cuales había historia familiar de aHUS (Fig. 13). 
Ninguno  de  estos  pacientes  portaba  mutaciones 
adicionales en CFB, MCP, CFI, CFH o CFHR1‐5. 
‐ Familia HUS19:  Es  una  familia  española  con  tres 
afectos  todos  ellos  vivos  (HUS19  o  II‐1,  I1  y  I‐2). 
HUS19 es una niña de 7 años de edad que pres
su primer episodio de aHUS con 14 meses después 
de  una  infección  respiratoria.  Desde  entonces  ha 
tenido 8 recurrencias todas ellas tratadas con diálisis 




recuperaron  totalmente  y  del  que  no  han  tenido 
recurrencias.  La madre  sufrió  su  episodio  cuando 
tenía 6 años y la tía materna desarrollo la patología a 
los  14 meses. Ambas  recuperaron por  completo  su 































































91 BCAP31 Exón 6 8
96 SS18 Exón 6 0,5
100 SRY Exón 1 1,5
104 Properdina Exón 1 2
108 Properdina Exón 4 2
112 Properdina Exón 7 1,5
116 Properdina Exón 9 1,8



















No se sabe si tenía la 
mutación











































































































































































































 ‐ Familia  HUS107:  HUS107  es  una  mujer 




los  35  años  asociado  con  el  consumo  de 
anticonceptivos  orales.  Este  episodio  cursó  con 
desordenes  neurológicos  y  fue  tratado  con 
antibióticos,  inmunosupresores  (vincristin), 
transferencia e intercambio de plasma. Actualmente 
sufre  de  insuficiencia  renal  crónica  y  está  siendo 
tratada  con  diálisis.  Su  madre  desarrollo  la 
enfermedad  a  los  23  años  de  edad  asociada  con 
desordenes  neurológicos.  Recibió  un  riñón  de  un 
donante cadáver a  los 28 años y murió a  los 31 sin 
evidencia de recurrencia en el riñón transplantado. 
‐ Paciente  HUS162:  Es  un  paciente  originario  de 
Túnez  que  sufrió  un  único  episodio  de  aHUS  sin 





por  completo  tras  8  meses  en  hemodiálisis.  Sin 
embargo,  16  años  después  desarrollo  enfermedad 
renal  terminal.  Actualmente  está  en  hemodiálisis 
esperando  para  ser  transplantado.  Este  paciente 





los  distintos  mutantes  en  C3  normalizados  frente  a  la 
expresión  de  fB,  con  sus  correspondientes  desviaciones 
estándar. 




como  control  de  transfección  como  se  ha  descrito 
con  anterioridad  (Martínez‐Barricarte  et  al.  2010). 
btuvimos que todos se expresan aunque Y534P en 
menor  nivel  que  el  resto  (Fig.  14).  En  la mutación 
R592W  no  hemos  realizado  este  ensayo  ya  que  se 
había  descrito  que  su  expresión  ocurría  en  niveles 
normales (Fremeaux‐Bacchi et al. 2007).  
Fig.  15.  Actividad  cofactora  de  las  mutaciones  en  C3 
asociadas  con  aHUS.  Aquí  se  muestran  los  ensayos  de 
actividad  cofactora de  los C3b de  los mutantes  con  sMCP y 
factor H. En X se representa el tiempo y en Y el cociente del 
valor de densitometrado de las cadenas α65/α 
Viendo  que  todas  las  proteínas  mutantes  se 
expresaban  in  vitro,  hemos  purificado  los  C3 
directamente del plasma de los pacientes para hacer 
















descrito  con  anterioridad  (Martínez‐Barricarte  et  al. 
2010).  Hemos  observado  que  las  constantes  de 
afinidad  no  variaban  entre  C3  salvaje  y  los 


































































ha  ayudad   a  interpretar  los  res ltad s de  RP:  el 
sMCP se une solo a la mitad de la proteína unida al 
chip que hemos  supuesto,  es  la proteína  salvaje de 





producido C3b  de  todos  los mutantes  y mezclado 
los C3bs con fH/fI o sMCP/fI, incubándolos a 37°C y 
sacando  alícuotas  a  tiempos  crecientes  obteniendo 
las  gráficas  mostradas  en  la  Fig.  15  (Martínez‐
Barricarte et al. 2010). 
Hemos observado una reducción en la capacidad 
cofactora  sobre  fI  del  sMCP  mientras  que  la




capacidad  cofactora  de  fH  permanecía  inalterada. 
También  hemos  observado  que  la  mutación  del 
paciente  tunecino, Y534P  no muestra diferencia  en 

















segundos  a  94°C,  un  paso  de  anillamiento  de  un 
minuto a 62°C y otro de elongación de 30 segundos 
a 72°C,  todo  ello  seguido de un último paso de 10 
minutos  a  72°C.  Con  esto  hemos  amplificado  un 









Búsqueda  de  nuevos  genes 
candidatos. 
 
Al  comienzo  de  esta  tesis  se  conocía  el  defecto 
genético subyacente de alrededor de  la mitad de casos 
de  aHUS  y  DDD.  Con  intención  de  intentar 
identificar  el  defecto  genético  que  pudiese  explicar  la 
causa de la otra mitad de los casos, hemos secuenciado 
diversos  genes  del  complemento  en  busca  de 
mutaciones,  hemos  genotipado  polimorfismos  que 
pudiesen  conllevar  riesgo  para  patología  y  hemos 




mutaciones  asociadas  con  estas  patologías  renales 
entre los genes CFHR1, CFHR3, C3 y properdina. Así 
mismo,  hemos  encontrado  polimorfismos  de  riesgo 
para aHUS en CFHR1 y hemos asociado la falta de la 
proteína codificada por este gen con  la producción de 
anticuerpos  anti‐fH  que  se  asocian  con  aHUS. 
Igualmente,  hemos  descrito  diversos  nuevos 
reordenamientos  en  los  genes  CFH‐CFHR1‐5 
asociados  con  patología  renal.  Por  el  contrario  no 
hemos encontrado ninguna mutación en el exón 6 del 
gen  de  DAF  y  los  polimorfismos  rs11120218  del 




aHUS  se  relacionó  con  el  sistema  del 
complemento hace 12 años gracias a en un estudio 
de desequilibrio de  ligamiento  en  familias  con  esta 
patología se asoció con el cluster del RCA. El análisis 
más en detalle de los genes de este cluster condujo a 
la  detección  de  las  primeras mutaciones  en  el  gen 
CFH  en  las  familias  originales  y  en  individuos  de 
cohortes de pacientes de otros países (Warwicker et 
al.  1998;  Caprioli  et  al.  2001;  Perez‐Caballero  et  al. 
2001;  Richards  et  al.  2001;  Manuelian  et  al.  2003; 
Rodríguez de Córdoba  et  al.  2008). Desde  entonces 
se  han  identificado mutaciones  en  varios  genes de 
este  sistema  de  defensa.  En  los  reguladores  CFI 
(Fremeaux‐Bacchi et al. 2004; Kavanagh et al. 2008) y  
MCP  (Richards  et  al.  2003;  Esparza‐Gordillo  et  al. 
2005)  se  han  descubierto  tanto  mutaciones  como 
polimorfismos  que  afectan  negativamente  a  la 




principales  activadores  de  la  vía  alternativa  del 
complemento  (Goicoechea de  Jorge  et al. 2007). Del 
mismo  modo,  recientemente  se  han  descrito  este 














Dado  que  la  mayor  parte  de  las  variantes 
genéticas de riesgo para estas patologías impiden la 
correcta  regulación  del  sistema  del  complemento, 
hemos  buscado  posibles  genes  candidatos  en  la 
región 1q32 donde se encuentra localizado el cluster 
del  RCA  que  contiene  todos  los  genes  de  los 
reguladores  del  sistema  del  complemento  a 
excepción de CFI. Hemos comenzado el estudio por 
los  genes  CFHR1‐5  que  se  encuentran  codificados 
próximos a CFH en este cluster. 
1.1. Región CFH‐CFHR1‐5 
Desde  hace  tiempo,  los  genes  CFHR1‐5  han 




5  genes  se  generaron  por  duplicaciones 
segmentarias a partir del CFH  siendo  esta  la  razón 
por  la que  tienen una  alta homología  entre  ellos  y 
con CFH que  favorece,  la aparición de procesos de 
recombinación  no  homóloga  que  conducen  a  la 
deleción o duplicación de genes (Fig. 8).  
1.1.1. Nuevos reordenamientos. 
En  esta  parte  de  la  investigación,  hemos 
buscando nuevos  reordenamientos en  la  región del 
RCA  que  contiene  los  genes  CFH  y  CFHR1‐5  que 




encuentra  sustituida  por  la  parte  final  de  FHR1, 
comprometiendo  la  función de  fH  como  regulador 
en superficies celulares (Venables et al. 2006) (Fig. 8). 
Además,  hemos  descubierto  nuevos  reorde‐
namientos  dentro  de  esta  región  del  RCA  no 
descritos con anterioridad (Fig. 10): 
‐ Una duplicación de  los primeros 10 exones de  fH, 













posible  defecto  funcional  no  lo  hemos  podido 
estudiar en detalle.  
‐ Finalmente,  hemos  descubierto  una  duplicación 
entre los exones 3 y 5 de CFHR1 en una familia con 
DDD  en  la  que  esta  mutación  segrega  con  la 
patología (Fig. 11 y 12). 
Dado que ninguno de  estos  reordenamientos  se 
han encontrado en  nuestra cohorte de alrededor de 
300  controles  sanos,  se podría decir que  se  asocian 
con  aHUS  o  DDD  a  pesar  de  que  el  mecanismo 
patogénico aún esta por dilucidar. 
1.1.2. Auto‐anticuerpos anti‐fH. 
La  deleción  CFHR1‐CFHR3  es  un  polimorfismo 
muy común en población de origen caucásico donde 




no  hemos  observado  que  su  frecuencia  alélica  esté 
aumentada en nuestra cohorte de pacientes.  
Nosotros,  hemos  observado  que  la  frecuencia 
genotípica  en  nuestra  cohorte  de  pacientes  con 
aHUS  está  fuera  de  equilibrio  Hardy‐Weinberg 








circulante.  Dos  pacientes  de  nuestra  cohorte, 
portadores de anticuerpos anti‐fH y sin FHR1 pero 
con FHR3 circulante dan más fuerza a esta hipótesis: 
‐ El  primero  con  un  nuevo  reordenamiento  en 




Por  otro  lado,  hemos  encontrado  dos  pacientes 
sin  auto‐anticuerpos  anti‐fH  con  FHR1  circulante 
pero sin FHR3. Estos datos confirman un papel más 
importante de FHR1 en su producción. 
La  forma en  la que  los auto‐anticuerpos anti‐fH 
se  producen  es  desconocida.  Podría  suceder  que 
durante  el  proceso de  tolerización de  las  células B 
durante  el  desarrollo  del  sistema  inmunitario,  los 
individuos deficientes  en FHR1  tengan  tendencia a 
no  destruir  los  clones  de  células  B  productoras  de 
auto‐anticuerpos  anti‐fH.  Esta  hipótesis  se  ve 
favorecida por el hecho de que los auto‐anticuerpos 
producidos  en  este  contexto,  van  dirigidos 
específicamente  contra  la  región  C‐terminal  de  fH 




Sin  embargo,  no  todos  los  pacientes  con  auto‐
anticuerpos carecen de FHR1 circulante. En nuestra 
cohorte de pacientes hemos encontrado 7 individuos 
con  auto‐anticuerpos,  de  los  cuales,  3  tienen  la 
deleción  CFHR1‐CFHR3  en  homocigosis,  uno  es 
heterocigoto para esta deleción, otro es normal y los 
otros  dos  son  los  dos  casos  explicados  con 
anterioridad  en  este  apartado.  La  Dra.  Sánchez‐
Corral  en  el  Hospital  Universitario  La  Paz,  ha 
estudiado los anticuerpos del individuo heterocigoto 
para  la  deleción  CFHR1‐CFHR3  (H151)  y  ha 
observado  que  reaccionan  exclusivamente  con  fH 
mientras  que  los  de  los  pacientes  sin  FHR1 
circulante  lo  hacen  también  contra  esta  proteína 
(Abarrategui‐Garrido,  manuscrito  en  preparación). 
Todo  esto  indica  que  hay  varios  tipos  de  auto‐
anticuerpos anti‐fH dirigidos contra distintas partes 
de  la  molécula  según  el  contexto  en  el  que  se 
producen  además,  muestran  que  las  zonas  de  fH 
donde  se  encuentran  los  epítpos  de  los  auto‐
anticuerpos son críticas para el desarrollo de aHUS.  
1.1.3. FHR1. 
En  colaboración  con  el  laboratorio  de  la  Dra. 
Sánchez‐Corral,  hemos  estudiado  el  FHR1  en  el 
plasma  de  controles  mediante  “western  blot” 
bidimensional.  Hemos  observado  que  FHR1  se 
comporta como una proteína bialélica con dos alelos 
de  distinta  acidez.  Para  identificar  los  cambios 
genéticos  que  producen  cada  alelo  hemos 
secuenciado CFHR1 en individuos homocigotos para 
ambas variantes. fH y FHR1 son muy homólogos en 






en  nuestra  cohorte  de  pacientes  con  aHUS  donde 
hemos  observado  una  asociación  significativa  del 
alelo  básico  con  la  patología. Aunque  los  estudios 
funcionales  para  aclarar  cual  es  el  posible 
mecanismo patogénico  se  están  llevando a  cavo  en 
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estos  momentos,  la  posible  explicación  es  que  el 
alelo básico de FHR1 compite más que el alelo ácido 
con fH por los sitios de reconocimiento en C3b y las 
superficies  celulares  propias,  haciendo  a  este 
regulador menos efectivo en su  función y así pues, 





identificar  el  defecto  genético  subyacente  a  dos 
familias de descendencia chipriota que presentaban 
un  fenotipo  clínico  común  al  que  nombraron 
nefropatía  CFHR5  y  que  cursaba  con:  hematuria 
microscópica persistente y macroscópica recurrente, 
glomerulonefritis  C3  y  fallo  renal  progresivo. 
Mediante estudios de desequilibrio de ligamiento, el 
grupo  del  Dr.  Pickering  había  observado  que  la 
patología  segregaba  dominantemente  con  una 
haplotipo  extendido  dentro  de  la  zona  del  RCA 
donde  se  encuentran  los  genes  CFH  y  CFHR1‐5. 
Secuenciaron  varios  de  estos  genes  sin  encontrar 
ninguna mutación  concreta que pudiese  explicar  la 
patología. Mediante MLPA, hemos identificado una 
duplicación  de  los  exones  2  y  3  del  gen  CFHR5  
(SCRs  1  y  2,  FHR512123‐9).  Tras  realizar  estudios 
poblacionales, en cohortes de pacientes con fenotipo 
similar  procedentes  de  países  diferentes,  el  grupo 
del Dr. Pickering ha visto que esta duplicación solo 
se  encuentra  en  población  enferma  procedente  de 
Chipre donde, a  juzgar por el tamaño del haplotipo 
con  el  que  viaja,  se  produjo  hace  unas  16 
generaciones y desde entonces se ha transmitido por 
la  isla.  FHR512123‐9  es  una  proteína  mas  larga  que 
FHR5  salvaje  y  se  encuentra  presente  en  plasma  a 
mayor  concentración  que  esta.  Además,  tiene  una 
afinidad  reducida  por  componentes  del 
complemento  tanto  unidos  a  membrana  como 
presentes  en  el  glomérulo  de  ratón.  Sin  embargo, 
recientemente,  mediante  ensayos  de  SPR,  se  ha 
observado  que  el  FHR5   mutante  forma  complejos 
más  estables  con C3b  e  iC3b. La  cinética de unión 
del mutante a iC3b sugiere una interacción compleja 
en  la  que  intervendrían  cambios  conformacionales 
que no se observa en la proteína salvaje (Goicoechea 
de Jorge, comunicación personal). El mecanismo por 
el  que  FHR512123‐9  predispone  para  la  nefropatía 
CFHR5 está siendo actualmente investigado, aunque 
los  datos  de  los  estudios  funcionales  aquí 
comentados  podrían  sugerir  que  FHR512123‐9,  al 
unirse más fuertemente a C3b, compite con fH en la 
inactivación  proteolítica  por  fI  de  C3b  a  iC3b. 
Además, el supuesto cambio conformacional que  le 
produciría  a  iC3b  podría  evitar  la  eliminación  de 
este  producto  de  inactivación  de  C3  todo  esto 
produciendo  una  desregulación  de  la  AP  del 
complemento sobre las superficies activadoras. 








Pese  a  los  datos  obtenidos  en  los  CFHR1‐5  el 




complemento  en  superficies  celulares.  Dado  que 
previamente  se  habían  encontrado  mutaciones  en 
MCP  asociadas  con  aHUS  indicando  una 
desregulación  de  la  AP  del  complemento  en 
superficies (Richards et al. 2003; Esparza‐Gordillo et 
al.  2005;  Caprioli  et  al.  2006;  Richards  et  al.  2007), 
hemos  comenzado  secuenciando  el  exón  6 de DAF 
que es el que codifica para el SCR4, fundamental en 
la  disociación  de  la  convertasa  de  C3  de  la  AP 
(Harris  et  al.  2007),  en  busca  de  mutaciones  que 
pudiesen  conducir  a  este  mismo  defecto  en  la 
superficie  del  endotelio  renal  predisponiendo  para 
aHUS.  En  toda  nuestra  cohorte  de  pacientes  no 
hemos encontrado ninguna mutación. Lo mismo ha 
sido  observado  por  el  grupo  de  Newcastle 
(Inglaterra)  quienes  han  secuenciado  el  gen 
completo de DAF en todos sus pacientes con aHUS 
habiendo  encontrado  únicamente  un  cambio  sin 
consecuencias  funcionales  en  uno  de  sus  pacientes 
(Kavanagh  et  al.  2007).  Esto  parece  indicar  que  en 
aHUS  el  control de  los productos de  activación de 




que  se  asociaba un polimorfismo    en  el  exón  7 del 
gen de C4BPA (c.719A>G, R240H) con aHUS (Blom 
et  al.  2008).  Los  estudios  funcionales  de  este 




El  análisis  estadístico  que  realizaron  fue  en  una 
cohorte  de  pacientes  en  la  que  había  individuos 
emparentados,  sobreestimando  el  valor  real  de 
significación,  además  no  consiguieron  replicar  los 
resultados  en  una  población  de  aHUS 
independiente. A  la vista de  esto, hemos  intentado 
replicar  el  estudio  en nuestra  cohorte de pacientes. 
Hemos  analizado  pacientes  con  aHUS  y  controles 
todos  del  mismo  origen  geográfico. 
Desafortunadamente,  al  estudiar  la  población 
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española  no  hemos  visto  asociación  estadística  de 
este  polimorfismo  con  aHUS.  Una  posible 





frecuencias  reales  alterándose  así  los  estudios 
estadísticos. En el  laboratorio, se había estudiado el 
polimorfismo p.R240H desde 1983 en familias de  la 
zona  de Nueva  York  y  España  observándose  una 
frecuencia  de  entre  0,78  y  3,7.  Las  frecuencias  del 
polimorfismo  240H  presentados  por  Blom  y 
colaboradores (Blom et al. 2008) en sus dos cohortes 
de pacientes y  controles  está dentro de  este  rango. 
En nuestro estudio, además de  la cohorte de aHUS 
hemos  estudiado  otra de AMD  y  sus dos  cohortes 
respectivas  de  controles,  todos  ellos  españoles, 
observándose  la  misma  frecuencia  de  portadores  
del  alelo  240H  en  todos  los  grupos.  Viendo  esto, 
nuestros  datos  no  apoyan  la  asociación  del 
polimorfismo  p.R240H  con  aHUS. A  pesar  de  que 
los  estudios  funcionales  le  dan  una  asociación 
biológica  compatible  con  riesgo  para  aHUS,  la 
estadística  es  clara  de  tal  forma  que  hemos 
descartado  la  inclusión  de  este  polimorfismo  en  
nuestros estudios rutinarios en pacientes de aHUS. 
Recientemente en C4BP, se había descrito que el 
polimorfismo  rs11120218  del  promotor  de  C4BPB 
estaba  asociado  con  la  disminución  de  niveles  de 
este regulador en plasma (Buil et al. 2010). A la vista 
de  estos  datos,  decidimos  analizar  este  SNP  en 
nuestra  cohorte de pacientes  con aHUS para ver  si 
una bajada de sus niveles podría estar asociada con 












regular.  Esta  hipótesis  se  demostró  en  las 
mutaciones  ganancia  de  función  encontradas  en  el 
laboratorio en el gen CFB (Goicoechea de Jorge et al. 
2007). Dado que el fB no es el único activador de la 
AP  del  complemento,  hemos  secuenciado  los 
activadores  C3  y  properdina  en  busca  de  posibles 
mutaciones que pudiesen  llevar  a una ganancia de 
función  y  a  una  hiperactivación  del  complemento 





una  copia  de  este. Cualquier  polimorfismo  a  nivel 
genético  en  estos  se  vería  en  el  cromatograma  de 
secuenciación como un cambio en homocigosis. Sin 
embargo,  hemos  encontrado  una  mutación  en 
heterocigosis  (c.844C>T,  p.282R>W)  en  un  paciente 
de género masculino. Hemos  analizado por MLPA 
el  número  de  copias  del  gen  de  properdina  y  del 
cromosoma X para  intentar explicar este  fenómeno. 
Nuestros  datos  muestran  que  este  paciente  solo 
tiene  un  cromosoma  X  y  una  copia  del  gen  de 
properdina  (Fig.  13).  Este  fenómeno  podría  ser 
explicado por una duplicación de esta secuencia en 
otra  región  del  genoma.  La  supuesta mutación  se 
encontraría dentro del dominio TSR2 de properdina 
cuya  función  es  desconocida  no  pudiéndose 
plantear  un  modelo  que  explique  por  qué  esta 




el  análisis  rutinario  de  los  pacientes  con  estas 
patologías. 
2.2. C3. 
En  la  secuenciación  de  C3  se  encontraron  4 
mutaciones  en  nuestra  cohorte  de  pacientes  con 
aHUS:  c.481C>T  (Arg161Trp),  c.1601A>T 
(Tyr534Phe),  c.1774C>T  (Arg592Trp)  y  c.3470T>C 
(Ile1157Thr).  Pese  a  que  en  la  secuencia  se 
encuentran muy separadas, en  la estructura de C3b 
se  encuentran  muy  cerca  entre  ellas  y  del 
polimorfismo R102G que se ha asociado con  riesgo 
para AMD (Maller et al. 2007; Yates et al. 2007) (Fig. 
16). Además,  se  encuentran  en  la  región  en  la  que 
actúan  los  reguladores de  la AP del  complemento. 
Decidimos  caracterizar  estas  mutaciones 
funcionalmente para entender mejor como afectan a 
la  regulación  del  complemento  y  explicar  su 
asociación  con  aHUS.  Nuestros  resultados  han 
demostrado que las mutaciones de C3 asociadas con 
aHUS  producen  una  desregulación  de  la  AP  del 
complemento en superficie pero, esto será discutido 
detalladamente  más  adelante.  Por  otra  parte,  el 
hallazgo de mutaciones en este gen en pacientes con 
aHUS  ha  confirmado C3  como uno de  los  genes  a 
tener  en  cuenta  en  el  diagnóstico  genético  de  esta 
afección renal, confirmando resultados obtenidos en 
otras  cohortes  europeas  (Fremeaux‐Bacchi  et  al. 
2007). 
DDD  esta  también  asociado  con  una 
hiperactivación  de  la AP  del  complemento  debida 
sobre todo a la falta o defecto funcional de fH y a la 
presencia  del  factor  nefrítico.  DDD  es  una 
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enfermedad  extremadamente  rara  impidiendo 
reunir  cohortes  de  pacientes  suficientemente 
grandes y homogéneas como para  realizar estudios 





Hemos  secuenciado  C3  en  nuestra  cohorte  de 
pacientes  con  DDD  en  busca  de  mutaciones 
ganancia  de  función  que  pudiesen  explicar  esta 
desregulación  de  la  AP  del  complemento.  Hemos 
encontrado  una  mutación  en  C3 
(c.2767_2774delACGGTG 923ΔDG)  en  una   familia  
con  varios  afectos  en  los  que  la mutación  segrega 
con  la patología. Los  casos  familiares de DDD  son 
raros  y normalmente  asociados  con deficiencias de 
fH  lo  que  confiere  a  nuestra  mutación  un  valor 
añadido.  La  progresión  de  la  patología  en  los 
individuos ha sido común para todos ellos y para los 
tres  transplantes  del  caso  índice.  El  diagnóstico  a 
nivel de biopsia no deja duda de que la enfermedad 
es una DDD. Esta ha sido la primera mutación en C3 
asociada  en  DDD  descrita  hasta  el  momento 






Era  sabido  que  aHUS  tenía  una  penetrancia 
incompleta en individuos con mutaciones en genes del 
complemento. Además,  pacientes  con mutaciones  en 
los  mismos  genes  desarrollaban  distintos  fenotipos 
clínicos. Con el  fin de clarificar a que se debían estos 
dos  fenómenos  hemos  estudiado  la  correlación 
fenotipo‐genotipo en portadores de  la mutación en  fH 
asociada  con  aHUS  R1210C. Hemos  observado  una 
confluencia  de  factores  de  riesgo  en  los  individuos 
enfermos de cada  familia, así como el hecho de que  la 
severidad  de  la  patología  depende  de  la  cantidad  de 
otros  factores  de  riesgo  adicionales  que  el  individuo 
porta.  Del  mismo  modo,  hemos  caracterizado 
funcionalmente  los polimorfismos de  riesgo asociados 
con  AMD  y  aHUS,  fHV62I  y  C3R102G,  que  nos  han 
mostrado  que  alteran  la  actividad  del  complemento, 
ayudándonos  a  entender por  qué  estos polimorfismos 
predisponen  para  patología. Combinando  en  ensayos 
hemolíticos  las  variantes  de  riesgo  de  todos  los 
polimorfismos de proteínas del complemento asociados 
con  AMD,  hemos  visto  que  estos  conducen  a  una 
mayor capacidad hemolítica sugiriendo, que producen 




Desde  hacía  tiempo,  se  sabía  que  en  los 
individuos  enfermaos de  las  familias  con aHUS,  se 
observaba  una  concurrencia  de  factores  de  riesgo 
(Esparza‐Gordillo  et  al.  2005)  que  podían  ser  tanto 
genéticos como ambientales  (Esparza‐Gordillo  et al. 
2004).  Por  otra  parte,  aHUS  tiene  una  penetrancia 
incompleta en  individuos  con mutaciones en genes 
del  complemento de  alrededor del  30%  y,  se  sabía 
que, pacientes con aHUS portadores de mutaciones 
en los mismos genes, presentaban fenotipos clínicos 
diferentes. Esta parte de  la  tesis  se  ha  centrado  en 




Con  el  fin  de  intentar  estudiar  el  peso  de  los 
distintos marcadores genéticos de riesgo para aHUS, 




consideran  únicas,  encontrándose  una  sola  vez  en 
un individuo o en una familia, esta mutación ha sido 
encontrada  en  las  cohortes de pacientes  con  aHUS 
de Italia, Reino Unido, Australia, Alemania, Francia 
y  Estados Unidos.  En  este  estudio,  hemos  reunido 
muestras  de  todos  los  pacientes  portadores  de  la 
mutación  y  de  sus  respectivas  familias  siendo  5 
casos familiares y 7 casos esporádicos, sumando un 
total  de  11  pacientes  no  relacionados  y  dos 
hermanos. De  esta manera, hemos podido  estudiar 
más  fácilmente  el  efecto  de  otros  factores  de 
predisposición  a  patología  en  individuos  con  un 
defecto genético basal similar. Al ser una mutación 
tan prevalente, lo primero que hemos realizado han 
sido  estudios de haplotipos  en  los portadores para 
identificar  su  origen.  Estos  análisis  nos  han 
mostrado  que  la  mutación    R1210C  viaja  con  un 
haplotipo de CFH muy raro en población caucásica 
pero  muy  frecuente  en  población  africana, 
sugiriendo  que  llegó  a  Europa  desde  África.  La 




Los  datos  clínicos  de  todos  los  pacientes 
portadores  son  muy  heterogéneos  pese  a  tener  la 
misma  mutación.  Además,  hay  16  familiares 
portadores  de  la  R1210C  pero  que  no  han 
desarrollado  la  patología  confirmándose  la 
penetrancia incompleta de un 30% en las mutaciones 
en fH en pacientes con aHUS. A la vista de los datos, 




del  complemento  asociados  con  aHUS  y  analizado 
los  haplotipos  de  riesgo  en MCP  y CFH  (Esparza‐
Gordillo  et  al.  2005;  Pickering  et  al.  2007)  y  la 
deleción CFHR1‐CFHR3. Esto nos ha mostrado que 
los  pacientes  portadores  de  mutaciones  en  MCP, 
otras mutaciones en CFH o  la mutación R1210C en 
homocigosis desarrollan  la enfermedad a una edad 
más  temprana que  el  resto y,  en  la mayoría de  los 
casos,  con  un  fenotipo  más  severo.  Así  mismo, 
hemos  visto  que  dentro  de  las  familias,  en  los 
enfermos confluyen los factores de riesgo desde sus 
progenitores  de  tal  forma  que,  individuos  con 
padres sanos sufren aHUS. Es  interesante comentar 
que  un  paciente  de  la  cohorte  alemana,  que  no 
poseía  ningún  factor  de  riesgo,  a  excepción  de  la 
mutación  R1210C,  desarrolló  un  episodio  de  la 
enfermedad  y  no  ha  tenido  recurrencia  dando 
mayor  peso  a  la  correlación  fenotipo‐genotipo  que 
estamos discutiendo.  
Los  resultados  que  hemos  obtenido  confirman 
estudios  previos  en  los  que  se  defendía  la 
confluencia  de  factores  de  riesgo  a  la  hora  de 
desarrollar  aHUS  (Esparza‐Gordillo  et  al.  2005). 
Además  hemos  confirmado  que  la  severidad de  la 
patología, en pacientes con  la misma base genética, 






Debido  a  la  importancia  que  los  factores  de 
riesgo tienen en la penetrancia y severidad de aHUS, 




aHUS,  posiblemente,  como  consecuencia  de  la 
reducción  de  sus  niveles  de  expresión  y,  por  lo 
tanto, en la cantidad de moléculas de este regulador 
sobre  la superficie de  las células. Esta  reducción en 
los niveles de MCP   puede exacerbar un defecto en 
la  regulación  del  complemento  sobre  superficies 
celulares  predisponiendo  a  daño  tisular  (Esparza‐
Gordillo et al. 2005).  
El  polimorfismo  en  fBR32QW  había  sido  asociado 
con AMD  (Gold  et  al. 2006). En un  trabajo  reciente 
por Montes y  colaboradores  (Montes  et  al. 2009)  se 
demostró que la variante fB32R de este polimorfismo 
forma la convertasa de C3 con más afinidad que las 
otras dos variantes de  las cuales,  fB32Q  tenía 4 veces 
menos afinidad por C3b y la fB32W tenía una afinidad 
intermedia  entre  ambas.  Esto  quiere  decir  que  el 
alelo fB32R de fB da un sistema del complemento más 
activo que los otros dos, siendo probablemente esta, 
la  causa  de  su  asociación  con  esta  enfermedad 
crónica de daño tisular.  
Con estos precedentes, nos propusimos estudiar 
el  por  qué  el  polimorfismo  de  fH  p.V62I  confiere 
protección para aHUS, DDD y AMD (Pickering et al. 
2007).  Hemos  purificado  fH  de  plasma  de 







une  C3b  con  más  eficiencia  que  la  fH62V.  Este 
aumento de afinidad  tiene dos efectos: por un  lado 
fH62I  actúa  mejor  como  cofactor  para  fI  en  la 
inactivación de C3b y, por otro lado, inhibe mejor la 
formación  de  la  convertasa  ya  que  compite  más 





y  a  la  actividad  cofactora  son  distintas.  Nuestros 
resultados  explican  porque  fH62I  al  dar  un  sistema 
del  complemento  mejor  regulado,  disminuye    las 
probabilidades  de  daño  tisular  actuando  así  como 
un  factor  protector  para  estas  enfermedades 
crónicas.  
Del  mismo  modo  que  los  polimorfismos 
anteriores,  el  alelo  G  del  SNP  de  C3  p.R102G  se 
había asociado con AMD (Maller et al. 2007; Yates et 
al.  2007).  AMD  es  una  enfermedad  fuertemente 
asociada  con  polimorfismos  en  genes  del 
complemento, y con una elevada prevalencia a nivel 
mundial, siendo la principal causa de ceguera en los 
países desarrollados. Esto  hacía de  especial  interés 
una  caracterización  funcional  que  explicase  que 
efecto en  la actividad del complemento podía  tener 
este  polimorfismo.  Tras  purificar  la  proteína  de 
donantes  homocigotos  hemos  realizado  estudios 
mediante  SPR  y  ensayos  de  hemólisis  en 
colaboración con el grupo de la Dra. Harris y el Dr. 
Morgan.  Nuestros  estudios  muestran  que  C3102G 
tiene  una menor  afinidad por  fH  que  el  otro  alelo 
(C3102R), produciéndose una mayor resistencia de su 
convertasa a la disociación por este regulador y, del 
mismo modo, una mayor  resistencia del C3b  a  ser 
inactivado por fI con fH como cofactor. El resultado 
de  este  cambio  funcional  es  un  sistema  del 
complemento más  activo  que  favorece  la  aparición 
de AMD. 
El  hecho  de  tener  caracterizados  todos  estos 




Mediante  ensayos  hemolíticos  en  los  que  a  un 
plasma  control  le  hemos  ido  deplecionando  de 
proteínas  del  complemento  y  reconstituyendo  con 
las  distintas  variantes,  hemos  observado  el  efecto 
aditivo que estos polimorfismos  tienen en  la acción 
global de esta parte del sistema inmunitario. En una 
primera  aproximación  en  la  que  hemos  añadimos 
C3102G  y  fB32R  a  un  plasma deplecionado de  ambos 
activadores,  hemos  comparado  su  capacidad 
hemolítica  con otro  al que hemos  añadido C3102R y 
fB32Q  y  observando  que  la  primera  combinación  es 
3,8  veces  más  hemolíticamente  activa  que  la 
segunda. El resto de las combinaciones con estos dos 
SNPs  dan  una  actividad  intermedia  similar. 
Posteriormente,  hemos  introducido  en  el 
experimento  el  polimorfismo  de  riesgo  en  fHV62I. 
Sustituyendo en un plasma control  fB, C3 y  fH por 
las variantes de  riesgo C3102G,  fB32R y  fH62V y por  el 
otro  lado  las  de  protección  C3102R,  fB32Q  y  fH62I, 
hemos observado que  la  capacidad hemolítica  es  6 
veces mayor en el caso de las variantes de riesgo que 
en  las de protección. Con esto confirmamos que  los 
alelos  de  riesgo  para  AMD  de  los  distintos 
componentes  del  sistema  del  complemento  tienen 
un  efecto  aditivo  en  su  actividad mientras  que  las 
variantes  de  protección  la  reducen.  El 
mantenimiento  de  la  homeostasis  en  un  sistema 
depende del equilibrio entre activación y regulación. 





predisposición  a  enfermedades  inflamatorias.  Por 
otro  lado, otro que sea portador de  las variantes de 
menor  actividad  tendrá  más  predisposición  a 
infecciones. 
Nuestros  resultados  han  ayudado  a  interpretar 
por  qué  la  suma  de  polimorfismos  de  riesgo  en 
genes  del  complemento  varía  el  fenotipo  de  la 
patología.  En  individuos  con  aHUS  la  actividad 




la  patología  se  desarrolle  antes. Del mismo modo, 
un  individuo portador de una mutación en un gen 
del complemento desarrollará la patología solo si la 
suma  de  la  desregulación  causada  por  esta 
mutación,  y  el  estado  basal  de  activación  del 
complemento  causada  por  los  polimorfismos  de 
riesgo  es  suficiente  para  desestabilizar  el  sistema, 







La  última  parte  de  esta  tesis  se  ha  centrado  en 
caracterizar  funcionalmente  las  mutaciones 
encontradas  en  el gen de C3  en DDD y aHUS para 
explicar  su  asociación  con  ambas  patologías. Hemos 
realizado  estudios  de  SPR  y  ensayos  en  fase  fluida 
para poner de manifiesto  los defectos  funcionales que 
predisponen a estas dos afecciones renales. El C3 con 
la  mutación  encontrada  en  DDD  ha  resultado  ser 
resistente a la activación por la convertasa de C3 de la 
AP  del  complemento  pero,  tras  su    activación 
espontánea, ser capaz de formar una convertasa activa. 
Esta convertasa mutante, es resistente a la disociación 
por  fH  pero  no  por  DAF.  Igualmente,  las  formas 
activas  de  este  C3  mutante  son  resistentes  a  la 
proteólisis  por  fI  con  fH  como  cofactor  pero  no  si 
usamos MCP como cofactor. Esto da idea de que DDD 
se produce por una desregulación del complemento en 
fase  fluida.  Por  otro  lado,  las  mutaciones  en  C3 
asociadas con aHUS, muestran  la situación contraria 
a DDD, siendo  inactivadas por  fI en presencia de  fH 
pero  no  en  presencia  de  MCP.  Nuestros  datos 
confirman  que  aHUS  se  produce  por  defecto  de 
regulación  de  la AP  del  complemento  en  superficies 
celulares mientras  que  demuestran  que  en DDD  la 
desregulación  ocurre  en  fase  fluida.  Finalmente, 
nuestros  datos  han  mostrado  que  los  distintos 
reguladores  de  la  AP  del  complemento  tienen 
requerimientos estructurales diferentes para su acción. 




C3  era  necesaria  para  confirmar  este  gen  como  de 







mutaciones  en  C3  asociadas  con 
DDD. 
Los estudios realizados  tienen una complicación 
añadida ya que producir C3  en  cultivos de  células 
eucariotas  en  cantidades  suficientes  para  ser 
purificada  y  realizar  ensayos  funcionales  es 
especialmente  complicado. Por  esto,  la purificación 
de los C3 mutantes la hemos llevado a cabo desde el 
plasma  de  los mismos  pacientes,  con  la  limitación 
que conlleva trabajar con proteínas en heterocigosis. 
Además hay que añadir, que los pacientes con DDD 
normalmente  no  tienen  C3  circulante  ya  que  es 
consumido  totalmente  por  su  sistema  del 
complemento  hiperactivado.  A  este  respecto,  los 
portadores  de  la  mutación  asociada  con  DDD, 
C3923ΔDG son excepcionales ya que sus niveles de C3 
son  normales,  haciendo  posible  su  purificación 
desde  plasma.  Además,  hemos  desarrollado  un 
sistema  para  poder  separar  la  proteína  mutante 
(C3923ΔDG) de  la salvaje, en el C3 total purificado del 
plasma del paciente, mediante un gradiente de pH 
en  una  columna  de  intercambio  catiónico, 






los  portadores,  donde  circula  en  su  conformación 
nativa,  como  se  ve  en  las  reconstrucciones 
tridimensionales  obtenida  mediante  microscopía 
electrónica. Tras  su  activación  a  iC3 por   hidrólisis 
espontánea  o corte a C3b por proteasas plasmáticas,  
es capaz de  formar una convertasa activa ya que  la 
mutación  esta  lejos  de  la  región  de  interacción  de 
C3b  o  iC3  con  fB.  Sin  embargo,  esta  proteína 
mutante, no es sustrato ni de su propia convertasa ni 
de una convertasa salvaje.  
Estos  datos  no  nos  han  conseguido  explicar 
totalmente  como C3923ΔDG es  capaz de desregular  la 
AP  del  complemento  causando  DDD.  Para  ello 
hemos  realizado  ensayos  funcionales  con  los 




son resistentes a  la  inactivación por fI con  fH como 
cofactor pero en presencia de MCP son  inactivadas 
rápidamente.  Con  estos  datos  hemos  podido 
entender  el mecanismo  patogénico  desencadenado 
por  esta mutación.  Las  formas  activas  de  C3923ΔDG 
que  se  producen  espontáneamente  en  los 





C3  de  la  AP  que  activa  el  C3WT  produciendo  un 
bucle  de  amplificación  que  lo  consume  casi 
totalmente.  La  combinación  de  una  convertasa 
activa regulable en superficies pero no regulable en 
fase  fluida  que  consume  el  C3WT,  junto  con  la 
imposibilidad del C3 mutante de ser activado por la 





causante  de  la  deposición  de  fragmentos  de 
inactivación  de  C3  en  el  glomérulo  renal  que 
conducen a DDD. 
Los  estudios  animales  sostenían  que  esta 
enfermedad  se producía por una desregulación del 
complemento  en  fase  fluida,  sin  embargo,  no  se 
sabía si esto era lo que ocurría también en humanos. 
Esta  mutación  demuestra  que  DDD  es  una 
enfermedad que puede ser causada únicamente por 
una  desregulación  de  la  vía  alternativa  del 
complemento  en  fase  fluida  que  conduce  a  una 
consunción  del  C3  plasmático  y  la  consiguiente 




datos  a  cerca de  la  regulación de  la vía  alternativa 
del  complemento.  Los  reguladores  se  sabía  que  se 
unían aproximadamente en la misma región del C3b 
pero  actuaban  de  forma  diferente  (Fig.  16).  Este 
mutante altera la región de C3b donde interaccionan 
los reguladores, sin embargo, sólo se ve afectada  la 
función de  fH y no  las de DAF y MCP  sugiriendo 
una  forma  diferencial  de  actuación  de  los 








vez  formada  la  convertasa,  no  sería  capaz  de 
desplazar el fragmento Bb para disociarla (Gordon et 
al. 1995; Kuhn et al. 1995). Es por esto, por lo que la 
distorsión  causada  por  la mutación  en  la  zona  del 
MG7  donde  interacciona  fH  le  impide  a  este 
regulador  ejercer  su  acción  de  disociación.  Por  el 
contrario,  las  regiones  más  importantes  para  la 
función de DAF son los SCR 3 y 4 (Harris et al. 2007; 
Kuttner‐Kondo  et  al.  2007).  Estos  dominios 





a  fH. Como  acabamos de mencionar,  los dominios 
con la capacidad reguladora de fH son los SCRs 1 y 




et  al.  2007).  La  mutación  distorsiona  la  zona  de 
interacción de  fH  para  su  actividad  cofactora  pero 
no de MCP  explicándose  con  todo  esto porque  los 




complemento,  C3923ΔDG  desvela  varios  detalles 










que  la  región  del  MG7  donde  se  encuentra  la 
mutación  interviene  de  alguna  forma  en  el 
reconocimiento  del  sustrato  por  parte  de  la 
convertasa  de  C3  de  la  AP.  En  la  figura 
suplementaría  6  del  artículo  publicado  en  “The 
Journal of Clinical Investigation” incluida en esta tesis 
(Martínez‐Barricarte  et  al.  2010),  se  muestra  la 
posible  estructura  de  la  convertasa  de  C3  con  su 
sustrato. C3923ΔDG  podría  distorsionar  la  interacción 
convertasa‐sustrato  separando  los  dos MG7  de  las 
moléculas  de  C3  y  C3b,  haciendo  que  el  dominio 
serina‐proteasa del fB no llegue a alcanzar el sitio de 
corte de C3 explicándose así porque esta C3923ΔDG no 
puede  ser  sustrato  de  la  convertasa  de  la  vía 
alternativa del complemento.  
Por  otro  lado,  hemos  visto  que  la  convertasa 
formada  con  iC3 es más activa que  la  formada con 




previos  que  indicaban  que  la  convertasa  de  C3 
formada  con  iC3  es  capaz  de  activar  más 
eficazmente  la AP del  complemento  (Bexborn  et  al. 
2008).  Finalmente,  nuestra  mutación  se  encuentra 
lejos de la región de interacción de fB con C3b por lo 
que  no  hemos  observado  ninguna  alteración  en  la 
formación  de  la  convertasa  de  C3  de  la  AP  del 
complemento. 
1.4. Terapia 
Los  datos  obtenidos  mediante  los  estudios 
funcionales de  las mutaciones en C3, son de mucha 
utilidad  a  la  hora  del  desarrollo  de  posibles 
fármacos y  terapias para pacientes con DDD. En el 
caso  de  los  pacientes  portadores  de  C3923ΔDG, 
tratamientos  de  infusión  o  transfusión  de  plasma 
que  se  usan  rutinariamente  serían  totalmente 





parte  del  C3  mutante  que  lo  consumiría.  Los 
productos de  inactivación del C3bWT  se depositaría 
en  el  glomérulo  del  paciente  agravando  la 
enfermedad.  En  este  caso  se  podrían  utilizar 
reguladores  de  membrana  pero  en  estado  soluble 
(sDAF y  sMCP) que podrían  suplir  los defectos de 





utilizadas  en  situaciones  y  enfermedades  donde  el 




mutaciones  en  C3  asociadas  con 
aHUS. 
Como hemos comentado en  la primera parte de 
esta  discusión,  hemos  encontrado  también 
mutaciones  en C3  en  nuestra  cohorte  de  pacientes 





del  grupo  de  la Dra. Harris  y  el Dr. Morgan.  Los 
resultados  obtenidos  han  demostrado  una 
disminución  de  la  afinidad  de MCP  por  los  C3bs 
mutantes  sin ninguna alteración  con  respecto a  fH. 
Esto trae consigo un defecto en la inactivación de los 




sobre  superficies,  siendo  totalmente  regulables  en 
plasma.  Todas  las  mutaciones  de  nuestra  cohorte 
manifestaban este descenso de la actividad de MCP 
salvo  la mutación Y534P procedente de un paciente 
tunecino.  Y534P  se  comporta  en  los  ensayos  de 
actividad cofactora como un C3 salvaje haciéndonos 




los  dominios MG2  (R161W), MG6  (R592W)  y  TED 
(I1157T). A pesar de que se encuentran en dominios 







manifiesto  las diferentes  regiones  importantes para 
la  acción de  los  reguladores. A pesar de que DAF, 
MCP y  fH  están  compuestos por  el mismo  tipo de 





se  pone  de  manifiesto  teniendo  en  cuenta  que 
compite  con  fB  por  C3b  necesitando  estos  dos 
primeros SCRs una mayor afinidad por  la molécula 
de  C3b  que  los  siguientes.  La  actividad  de 
disociación  de  fH  se  realiza  uniendo  C3b  y 
desplazando  Bb.  Del  mismo  modo  la  actividad 
cofactora  está  localizada  en  el  SCR2  que  une  fI 
haciendo  posible  la  inactivación  de  C3b.  Los 
reguladores de membrana tienen un funcionamiento 
distinto. DAF disocia la convertasa utilizando sobre 
todo  sus  dominios  SCR  3  y  4  que  se  encuentran 
localizados  justo  donde  se  encuentran  las 
mutaciones de C3 asociadas con aHUS (Harris et al. 
2007;  Kuttner‐Kondo  et  al.  2007).  Por  su  parte  los 
dominios  SCR  3  y  4  de MCP  son  suficientes  para 
actuar  de  cofactor  para  fI  en  la  proteólisis de C3b  
Fig.  16. Localización de  las mutaciones  en C
tridimensional  de  la molécula  de C3b  donde 
marcadas  las mutaciones  encontradas  en  nues
aHUS y DDD y el SNP R102G. El óvalo puntea
la  zona  importante  de  interacción  para  los  re















anillo  formado por  los MGs haciendo accesible a  fI 
las regiones del domino CUB que van a ser cortadas 
permitiéndole  realizar  su  función  (Wu  et  al.  2009). 
Estas hipótesis de acción de  los  reguladores  se ven 
corroboradas  por  los  datos  obtenidos  de  nuestras 
mutaciones. Por un lado, mutaciones en la región de 
interacción  de  los  SCRs  3  y  4  de  los  reguladores 
disminuyen  la  capacidad  de  acción  de  los  de 
membrana  cuyos dominios  importantes de unión a 
C3b  se  encuentran  localizados  aquí. Por  otra parte 
las  mutaciones  en  la  región  de  interacción  de  fH 
incapacitan  este  regulador  sin  alterar  la  función de 
MCP o DAF. 
Finalmente,  los  datos  presentados  en  esta  tesis 
confirman que el patrón de complemento de aHUS 
muestra una desregulación de  la AP  en  superficies 
celulares. Por otra parte esta es la primera vez en la 
que  se  prueba  que  DDD  en  humanos  puede  ser 
causada  únicamente  por  la  desregulación  del 
complemento en fase fluida. De la misma forma que 
las  mutaciones  en  fH  asociadas  con  aHUS  se 
encuentran  en  la  zona  C‐terminal  impidiendo  la 
unión de este a  superficies  celulares  (Rodríguez de 
Córdoba  et  al.  2004)  en  la molécula de C3b, hemos 
caracterizado  las  regiones  importantes  para  la 
regulación  en  fase  fluida  y  la  regulación  en 
superficies celulares haciendo así posible predecir el 

















1. La  identificación  de  reordenamientos  y 
polimorfismos en  los genes CFHR1‐5 asociados con 
patología  sugiere  que  estas  proteínas  tienen  un 
papel  en  la  regulación  de  la  vía  alternativa  del 
complemento,  aunque  este  no  esté  todavía  bien 
definido. 
2. El  análisis  proteómico  de  FHR1  ha  permitido 
definir  aspectos  novedosos  de  su  asociación  con 




3. El  análisis  de  pacientes  portadores  de  la 
mutación R1210C en fH, nos ha permitido establecer 
el  papel  de  polimorfismos  y  mutaciones  en  otros 
genes  del  complemento  en  la  modulación  de  la 
penetrancia y presentación clínica de la patología. 
4. La  caracterización  funcional  de  los 
polimorfismos  fHV62I  y  C3R102G  nos  ha  permitido 
establecer las bases moleculares de su asociación con 
enfermedades. 
5. Las  consecuencias  funcionales  de  los 
polimorfismos  en  proteínas  del  complemento  son 
aditivos y determinan diferencias constitutivas en la 
activación  del  complemento  (“Complotipos”)  que, 




una  enfermedad  causada  por  la  desregulación  del 
sistema  del  complemento  en  superficies  celulares, 




para  comprender  los mecanismos moleculares  que 
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Factor  H  es  una  abundante  glicoproteína 
plasmática  que  regula  la  AP  del  complemento 
evitando  la activación  inespecífica de C3 y  el daño 
no específico sobre las células del propio organismo. 
AMD,  aHUS  y  MPGN2  están  asociadas  con 
polimorfismos y mutaciones en CFH sugiriendo una 
correlación  fenotipo‐genotipo. Por un  lado AMD  y 
MPGN2  comparten  similaridades patológicas  como 
es  la  acumulación  de  debris  que  contienen 
componentes  del  complemento  en  el  ojo  y  riñón 
respectivamente, mientras que  aHUS  se  caracteriza 
por  daño  del  endotelo  renal.  Esta  diferencia 
patológica  se  ve  reflejada  en  nuestro  estudio  de 





desarrollan  espontáneamente  MPGN2  pero  no 
aHUS.  Nuestros  estudios  muestran  que  estos 
ratones,  cuando  expresan  transgénicamente  un  fH 




in  vivo  de  que  la  regulación  efectiva  del  C3  en 
plasma y, el defecto en el control de la activación del 
complemento  en  el  endotelio  renal,  son  eventos 












se  a  sugerido  que  está  asociado  con  obesidad  y 
desórdenes  metabólicos.  Nuestro  objetivo  era 
estudiar  la  asociación  entre  los  niveles  de  fH  y  fB 
circulante  y  su  expresión  en  adipositos,  con 
obesidad y resistencia a insulina. 
Diseño de investigación y métodos. Los niveles 




efectos  de  la  pérdida  de  peso  y  del  rosiglitazone 
fueron investigados en cohortes independientes. 
Resultados. Los  nieveles  en  circulación de  fB  y 
fH estaban asociados positivamente con el índice de 
masa  corporal,  circunferencia  de  la  muñeca, 
triglicéridos  y  parámetros  inflamatorios  y 
negativamente  con  la  sensibilidad  a  insulina  y  el 
colestrerol HDL. Por primera vez,  la  expresión del 
gen  CFH  fue  detectada  en  tejido  adiposo  humano 
(aumentado  significativamente  en  tejido  adiposo 
subcutaneo  con  respecto  al  omental).  La  expresión 
de CFH en  tejido omental estaba significativamente 
asociada con resistencia a  insulina. Por el contrario, 
la  expresión  de  CFB  estaba  significativamente 
aumentada  en  tejido  omental  pero  también  en 
asociación con ayuno   de glucosa y triglicéridos. La 
fracción estromovascular era la responsable de estas 
diferencias,  a  pesar  de  que  los  adipocitos  aislados 
expresaban fB y fH a bajo nivel. Tanto la pérdida de 
peso  como el  rosiglitazone  conducían a una bajada 
en los niveles de fB y fH. 
Conclusiones.  Elevados  nieveles  de  fH  y  fB 
circulantes en  sujetos  con  la  tolerancia a  la glucosa 
alterada, muestran un aumento de  la activación de 
la  AP  del  complemento  inducida  por  las  celulas 
estromovasculares  en  tejido  adiposo  omental 
asociado  con  resistencia  a  insulina y desequilibrios 
metabólicos. 
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